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resumo 
 
 
O estudo do mecanismo de formação de agregados proteicos é atualmente alvo 
de interesse devido à sua frequente relação com doenças neurológicas como 
o Alzheimer, mas também devido às suas características estruturais e 
mecânicas relevantes para aplicação em diversas áreas. Devido ao facto da 
mesma proteína poder dar origem a diferentes tipos de agregados dependendo 
do meio em que se encontra inserida, é necessário perceber a influência dos 
vários fatores na formação destes e o seu mecanismo de formação. Visando 
estes objetivos, neste trabalho, foram usadas proteínas e fragmentos modelo, 
nomeadamente o fragmento do peptídeo 16KLVFFA21, bem caracterizado na 
literatura como modelo para o estudo de formação de fibrilas amilóides, e a 
ovalbumina, em conjunto com dois fragmentos da sua sequência e as proteínas 
totais da clara do ovo, para estudar a formação de agregados proteicos na 
presença de líquidos iónicos (LIs). Os LIs, nomeadamente o arginato de colínio 
([Cho][Arg]) e tosilato de colínio ([Cho][Tos]), foram estudados como solventes 
indutores da agregação in vitro sob condições controladas. A formação de 
agregados foi avaliada laboratorialmente a pH 2 e pH 7, por técnicas de 
microscopia e ensaios de fluorescência por Tioflavina T, em conjunto com 
simulações de dinâmica molecular que permitiram estudar a estabilidade dos 
agregados proteicos. Verificou-se a formação de fibrilas de ovalbumina com 
características não amilóides na presença de [Cho][Arg] a 0,05 M a pH 2, tendo 
sido também verificada a formação de agregados com estrutura amorfa, mas 
com presença de folhas-β locais, com [Cho][Tos] a 0,05 M a pH 2. Os restantes 
agregados para a ovalbumina e o fragmento em estudo para pH 2 e 7 
visualizados por microscopia apresentaram morfologia amorfa. No caso da 
estabilidade das fibrilas por simulações de dinâmica molecular verificou-se a 
existência de ligações por pontes de hidrogénio inter-cadeia, estabilizando a 
estrutura, e interações dos líquidos iónicos com os aminoácidos da proteína. 
Encontraram-se diferentes áreas de superfície acessível ao solvente 
relacionadas com a estrutura secundária amorfa ou com folhas-β locais, 
enquanto que pelo cálculo da energia de associação da estrutura formada foi 
possível concluir que nos sistemas com líquidos iónicos não existe uma 
conformação prevalente, sendo necessários estudos adicionais.   
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abstract 
 
The study of the mechanism of formation of protein aggregates is of high interest 
due to its frequent relationship with neurological diseases such as Alzheimer's, 
but also due to their structural and mechanical characteristics relevant for 
application in several areas. Since the same protein can give rise to different 
types of aggregates, depending on the medium in which it is inserted, it is 
necessary to perceive the influence of the various factors in the formation of 
these and their mechanisms of formation. Envisioning these objectives, in this 
work, model proteins and fragments were used, namely the beta amyloid 
peptide fragment 16KLVFFA21, well characterized in the literature as a model for 
the study of amyloid fibril formation, and ovalbumin, together with two fragments 
of its sequence and total proteins of the egg white, to study the formation of 
protein aggregates in the presence of ionic liquids (ILs). ILs, namely choline 
arginate ([Cho][Arg]) and choline tosylate ([Cho][Tos]), were studied as solvents 
that could allow in vitro aggregation under controlled conditions. The formation 
of the aggregates was experimentally evaluated at pH 2 and pH 7, by 
microscopy and fluorescence tests by Thioflavin T, together with molecular 
dynamics simulations that allowed the study of the stability of the protein 
aggregates. It was found the formation of fibrils with non-amyloid characteristics 
for ovalbumin in the presence of 0.05 M of [Cho][Arg] at pH 2, and also the 
formation of aggregates with amorphous structure but with presence of β-sheets 
sites for the solution of [Cho][Tos] at 0.05 M and pH 2. The remaining 
aggregates for ovalbumin and the study fragment at pH 2 and 7 displayed 
amorphous morphology. In the case of the stability of the fibrils by simulations 
of molecular dynamics, it was verified the existence of inter-chain hydrogen 
bonds, stabilizing the protein structure, and interaction of ILs with the amino 
acids of the protein. The different solvent accessible surface areas are related 
to the amorphous secondary structure or with local β-sheets, and by the 
calculation of the energy of association of the formed structure it was possible 
to conclude that in the systems with ILs there is no prevailing conformation, and 
additional studies are required. 
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1. Introdução 
 
1.1 Agregação proteica  
 
As proteínas são macromoléculas complexas que podem apresentar várias 
conformações, mas são dependentes de uma estrutura tridimensional ordenada para executar 
a sua função [1]. A função da cada proteína depende de um enrolamento correto para que 
seja alcançada a conformação ideal sendo, geralmente, esta a conformação mais estável em 
termos de energia livre de Gibbs. Existem proteínas que mesmo em ambiente fisiológico não 
conseguem alcançar esta conformação, o que leva à formação de espécies intermediárias e 
não nativas que se podem associar, originando agregados proteicos [2]. Para que o estado 
nativo possa ser formado é necessário que ocorra uma estabilização, visto que o estado 
desnaturado possui geralmente uma entropia conformacional elevada devido às inúmeras 
conformações que pode adotar. As forças que favorecem a formação do estado nativo podem 
ser tanto intermoleculares como intramoleculares, e para alcançar a conformação de menor 
energia, estado nativo, podem ser detetadas várias conformações intermédias e por isso 
diferentes percursos podem alcançar a mesma conformação [3]. Este processo pode ser 
representado por um funil em que as conformações com elevada energia se encontram no 
topo deste, estando na forma desnaturada, e por isso apresentam uma entropia 
conformacional elevada, enquanto que no fundo do funil é encontrado o estado nativo com 
um estado de energia mínimo, devido à estabilização entálpica e também vários agregados 
formados por associação entre estados proteicos intermediários (Figura 1).  
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Figura 1 - Representação do processo de enrolamento proteico por funil energético. No topo do funil 
encontra-se o estado não enrolado com alta energia (representada por E), a azul encontram-se vários 
estados intermédios até ao estado nativo, e a rosa encontram-se as possíveis associações de 
conformações intermédias que podem resultar em agregados. Adaptado de [3]. 
Os agregados formados in vivo ou in vitro podem ser devidos a diversos fatores, como 
mudanças de temperatura, stress oxidativo, concentração de proteína, natureza dos solventes 
e através de modificações químicas nas proteínas [4]. Por exemplo, mudanças na 
temperatura levam frequentemente a uma destabilização da estrutura proteica que pode ter 
como consequência um aumento da taxa de agregação. Assim, uma proteína que apresente 
uma taxa de agregação à temperatura ambiente, se sofrer um aumento da temperatura, este 
aumento poderá conduzir a uma aceleração na formação de agregados, havendo redução da 
energia de ativação, aumento das interações hidrofóbicas, aumento da difusão das proteínas 
e aumento da frequência das colisões moleculares [5]. Por outro lado, o pH da solução afeta 
a distribuição e o tipo de cargas da superfície das proteínas, afetando não só as interações 
intramoleculares no processo de enrolamento, mas também as interações intermoleculares 
proteína-proteína. A pH muito afastado de 7, as proteínas apresentam cargas elevadas, 
aumentando consideravelmente as interações intermoleculares e intramoleculares, o que leva 
no mínimo a um parcial desenrolamento da proteína. Perto do ponto isoelétrico (pI) a 
proteína tem o seu mínimo de solubilidade [5]. Para além da temperatura e do pH tem-se 
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também como fator externo a força iónica da solução, sendo que todos os iões presentes 
podem interagir com a proteína electrostaticamente, induzindo assim mudanças na sua 
conformação [6]. A forma como este fator afeta a agregação é muito dependente da proteína, 
sendo que se a neutralização das suas cargas superficiais favorecer a sua 
estabilidade/enrolamento, a redução destas interações por aumento da força iónica vai 
destabilizar a proteína, tendo como consequência a exposição de zonas hidrofóbicas, o que 
potencia a formação de agregados [7]. 
 O processo de formação de agregados é variável com as condições do meio, mas 
conjuntamente com a conformação inicial da proteína, podendo esta encontrar-se na forma 
nativa, enrolada, não enrolada ou parcialmente enrolada [8]. A conformação proteica mais 
propensa para a agregação é a parcialmente enrolada, pois as suas regiões hidrofóbicas ficam 
expostas, apresentando uma cadeia polipeptídica pouco estruturada, o que promove as 
ligações por pontes de hidrogénio e interações hidrofóbicas entre diferentes cadeias 
polipeptídicas. Por outro lado, as conformações enroladas e não enroladas têm, 
respetivamente, as suas regiões hidrofóbicas sem contacto com a água ou dispersas 
aleatoriamente [3]. 
Os agregados proteicos podem ser classificados com base em diferentes 
propriedades, tais como solubilidade (sendo designados por solúveis se não forem visíveis a 
olho nu e não puderem ser removidos por filtro com tamanho de poro 0,22 µm), tipo de 
ligações estabelecidas, tamanho/morfologia, reversibilidade e conformação maioritária dos 
agregados (forma nativa ou desnaturada) [9], [10]. Os agregados apresentam diferentes tipos 
de organização tridimensional consoante as ligações estabelecidas entre as moléculas, 
podendo estas ser de natureza fraca não covalente, tais como van der Waals, ligações por 
pontes de hidrogénio e interações eletrostáticas e hidrofóbicas [5], ou por ligações covalentes 
[11]. Normalmente, os agregados formados por tipos de ligação fracos são reversíveis, o que 
pode indicar um equilíbrio entre o monómero e as outras conformações [9]. Os agregados 
insolúveis podem apresentar uma configuração amorfa ou fibrilar, dependendo da natureza 
da proteína em questão e também das condições do meio. Existe ainda um estado proteico 
ordenado para além do nativo, sendo um estado caracterizado por agregados lineares, 
denominados de amilóides [12]. A formação deste tipo de agregado é geralmente prejudicial 
para um sistema vivo, que tende a desenvolver mecanismos para evitar a sua formação ou 
neutralizar os seus efeitos [13]. Apesar dos agregados do tipo fibrilar estarem 
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frequentemente relacionado a patologias, o mesmo pode acontecer com agregados amorfos. 
 
1.1.1 Agregados amilóides  
 
As fibrilas proteicas, ou fibrilas amilóides, são estruturas com crescente interesse na 
área farmacêutica, essencialmente na procura de novos fármacos que combatam a sua 
formação dado que a formação de fibrilas amilóides é responsável por diversas doenças 
neurológicas, como o Alzheimer e o Parkinson [14]. Por outro lado, as fibrilas proteicas têm 
também elevado interesse na área alimentar [15], e na preparação de novos materiais pelas 
suas propriedades funcionais e mecânicas interessantes [16], [17]. É encontrada a sua 
aplicabilidade em vários exemplos, como em modelos funcionais, na formação de fios de 
tamanho nanométrico com capacidade de condução comparável à de fios condutores sólidos 
[18], e na produção de novos polímeros biocompatíveis e biodegradáveis com propriedades 
mecânicas desejáveis [19]. A resistência, rigidez e a sua energia coesiva fazem com que as 
fibrilas tenham uma resistência elevada a fenómenos de degradação químicos e biológicos, 
o que as faz materiais estruturais importantes com aplicabilidade em áreas diferentes, sendo 
dois destes exemplos, a lisozima e o peptídeo beta amilóide [20], [21].  
As fibrilas obtidas pela agregação da lisozima foram aplicadas com sucesso na 
substituição de colagénio na produção de ossos artificiais,  produzindo fibrilas amilóides de 
comprimento longo e não ramificadas [20]; também para a produção de nanotubos, 
nanocristais e nanopartículas, é possível  utilizar como recurso as estruturas em forma de  
cavidade entre as folhas-β das fibrilas produzidas pela lisozima, tendo a literatura já 
reportado a produção de nanotubos com aproximadamente 1 milímetro de diâmetro [21]. 
Para o caso do peptídeo beta amilóide foi verificado que as fibrilas amilóides podem ser 
utilizadas para a formação de hidrogéis com características termoreversíveis e não tóxicos, 
que podem ser usados como scafolds que ajudam na diferenciação de células estaminais 
mesenquimais [22]. 
As fibrilas amilóides  são estruturas fibrilares formadas por agregados de proteínas 
que atingem, normalmente, um comprimento na ordem dos micrómetros, e com diâmetro 
aproximado de 6-12 nanómetros (Figura 2) [23]. As fibrilas amilóides apresentam 
frequentemente propriedades comuns entre si, apresentando semelhanças na sua estrutura 
interna e na sua morfologia externa [24], [25]. As técnicas de dicroísmo circular (DC) e 
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Fourier Transform Infrared Radiation (FTIR) permitem inferir sobre a existência de um teor 
elevado de folha-β na sua constituição mesmo quando o monómero ou proteína têm um 
estado desordenado ou apresentam maioritariamente α-hélice [25], [26]. Embora, ainda não 
tenha sido possível definir a estrutura molecular pormenorizada de uma fibrila amilóide, com 
recurso a microscopia eletrónica já foi possível verificar que apresentam uma estrutura 
longa, linear e não ramificada [27]. Estas fibrilas são constituídas normalmente por dois a 
seis protofilamentos, em que cada um apresenta um diâmetro de cerca de 2 nanómetros, e 
por dados de difração de raio-X verificou-se a existência de uma estrutura comum em folha-
β paralela ao eixo da fibrila, enquanto que cada cadeia individual em folha-β encontra-se em 
configuração perpendicular ao eixo, sendo a distância entre folhas-β de aproximadamente 
10 Å [28]. 
 
Figura 2 - Imagem de microscopia de transmissão de fibrilas amilóides longas e não ramificadas 
[29].  
 
Existem vários mecanismos com algumas similaridades para a formação de fibrilas 
amilóides. Os monómeros proteicos têm tendência a associarem-se entre si em condições 
favoráveis ao fenómeno, formando agregados reversíveis, devido à sua superfície de auto-
complementaridade que favorece as ligações intermoleculares. Estes pequenos agregados 
reversíveis podem-se transformar em irreversíveis por diversos fatores, tais como aumento 
da concentração de proteína, com formação de ligações covalentes [30]. Por outro lado, se a 
conformação inicial do monómero tiver sofrido alteração por fatores como mudança de 
temperatura ou pressão, a nova conformação (não nativa) pode adquirir mais preponderância 
para a formação de agregados irreversíveis. Embora estes últimos mecanismos tenham sido 
reportados na literatura, o mecanismo preferencial para a formação de agregados amilóides 
acontece por nucleação e por formação de seeds [31]. O monómero por si só não consegue 
formar agregados; o mecanismo geral de nucleação apresenta uma fase de lag (fase de 
nucleação) em que nenhum agregado é visível num determinado espaço de tempo, mas após 
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este período crítico aparecem vários agregados. Para iniciar o processo é necessário a 
formação de um núcleo ordenado formado por sobressaturação proteica que excede a 
concentração crítica, sendo que depois da sua formação, a fibrila cresce rapidamente, 
passando da fase lag para a fase do crescimento (Figura 3). 
 
 
Figura 3 - Formação cinética de uma fibrila amilóide. O crescimento da fibrila é descrito por uma 
curva sigmoidal, que contempla uma etapa de nucleação, uma de crescimento, e o equilíbrio. 
Adaptado de [32]. 
 
A morfologia das fibrilas sofre alterações consoante as condições em que estão 
inseridas, sendo alguns dos fatores relevantes a concentração de proteína, o pH, a 
temperatura e a composição do meio. Apesar disto e tendo em conta o mecanismo que 
apresenta dois passos, nucleação e crescimento da fibrila, a temperatura não influencia da 
mesma forma cada passo [33].  
A estrutura primária do péptideo é também um fator a ter em conta na formação de 
fibrilas amilóides, tendo sido verificado que o início da agregação é desencadeado pelo 
péptideo apresentar uma sequência propícia ao fenómeno [34], como o exemplo do efeito de 
aminoácidos hidrofóbicos na formação de fibrilas, que é reconhecido como tendo um papel 
essencial no processo. Pelo facto da exposição destes aminoácidos à água ser entropicamente 
desfavorável, há uma força de associação proteica que protege estas regiões hidrofóbicas de 
ambientes polares. Assim, estas regiões podem ser encontradas em estruturas globulares ou 
na superfície proteica para interações específicas [35]. Apesar de algumas proteínas 
globulares serem conhecidas como proteínas com capacidade de produção de fibrilas por 
apresentarem um núcleo hidrofóbico, isto não acontece para todas as proteínas. Assim sendo, 
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o facto dos aminoácidos hidrofóbicos serem expostos para ultrapassar interações 
desfavoráveis não é por si só o fator desencadeador do processo de agregação, pois existem 
proteínas com capacidade de originar fibrilas amilóides que não apresentam estrutura 
globular, nem uma sequência composta de uma percentagem considerável de aminoácidos 
com natureza hidrofóbica. 
 Para além da relevância dos aminoácidos hidrofóbicos, os aminoácidos aromáticos 
apresentam também um papel relevante na formação de fibrilas. Os aminoácidos aromáticos 
apresentam uma frequência muito pequena na ocorrência em proteínas, sendo de 3,2% para 
a tirosina, 3,9% para a fenilalanina e 1,3% para o triptofano; esta pequena frequência pode 
ser resultado de uma pressão seletiva que beneficia sequências proteicas que não são 
propensas a agregação [36]. Apesar disso, é verificado que pequenos fragmentos das 
sequências proteicas que apresentam as mesmas capacidades para formação de fibrilas que 
a sequência total, apresentam uma percentagem de ocorrência de aminoácidos aromáticos 
muito superior em comparação com a sequência total proteica. Os anéis aromáticos destes 
aminoácidos permitem interações não covalentes, por stacking π, que podem provocar uma 
contribuição energética e favorecem o processo de agregação. Existem também padrões nas 
estruturas amilóides, como o padrão de resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos. Isto ocorre 
devido à possibilidade da folha-β poder formar ao mesmo tempo ligações por pontes de 
hidrogénio e interações hidrofóbicas.  
A solubilidade é também encontrada como um fator a ter em conta na formação de 
fibrilas amilóides, encontrando-se no entanto relacionada com outros fatores, como a 
sequência proteica, o pKa, a temperatura e a força iónica do meio [37]. A maioria das 
proteínas encontra-se no estado menos solúvel perto dos valores de pI, e é verificado que a 
formação de fibrilas é superior em valores de pH em que a solubilidade é mínima, embora a 
correlação entre a estabilidade conformacional e a dependência do pH na extensão das 
fibrilas formadas ainda não esteja totalmente definida.  
Barbienie et al. (2001) verificou que oligopeptídeos de pequenas dimensões, 4-6 
resíduos, podem formar agregados do tipo amilóide com as mesmas características de uma 
proteína com os seus resíduos totais [38]. Isto sugere que a formação de agregados é uma 
propriedade genérica de proteínas e que estes agregados são o resultado maioritário de 
propriedades físico-químicas intrínsecas do polipéptido principal e não das cadeias laterais 
dos aminoácidos. Apesar disso é possível verificar também que a conformação da proteína 
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no estado parcialmente enrolado pode ser constituída totalmente ou maioritariamente por α-
hélices e haver o processo de formação de agregados proteicos sob condições desnaturantes 
[39]. É proposto então que a conformação dos intermediários não é uma característica 
essencial para a formação de agregados amilóides, sendo que a presença de condições 
desnaturantes leva a uma estabilização da conformação nativa da proteína ao interferir com 
a topologia das interações não covalentes da conformação nativa da proteína, levando à 
formação de agregados amilóides [40].  
 
1.1.2 Agregados amorfos 
 
Os agregados amorfos provenientes de proteínas são encontrados, tal como os 
agregados fibrilares, em algumas patologias, tais como os agregados da proteína α-cristalina 
que origina as cataratas [41]. No entanto, o estudo da formação de fibrilas amilóides 
encontra-se muito mais desenvolvido do que o da formação de agregados amorfos [42]. Estes 
agregados apresentam organização desordenada e uma morfologia pouco definida (Figura 
4)  e enquanto o modelo de formação cinética maioritariamente aceite para a formação de 
fibrilas é o dependente da nucleação, no caso da formação dos agregados amorfos a sua 
cinética encontra-se pouco estudada não se sabendo ainda se a sua formação é dependente 
da etapa de nucleação [42]. Apesar disto, os resultados sugeridos com a proteína β2-
microglobulina colocam a hipótese de existir uma alta barreira de energia livre na fase de 
nucleação associada à formação das estruturas fibrilares amilóides, enquanto que a 
agregação amorfa ocorre sem associação a nenhuma barreira de energia livre, sendo feita a 
analogia entre a cristalização no fenómeno de formação de fibrilas e a transição vítrea de 
substâncias no caso da formação de agregados amorfos. 
 
Figura 4 - Imagem de microscopia de transmissão de agregados desordenados de morfologia amorfa 
[29]. 
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1.2 Beta amilóide 
 
As patologias de Alzheimer, Parkinson e diabetes tipo II são algumas das patologias 
que estão associadas à deposição de fibrilas amilóides, sendo que cada uma destas patologias 
tem associada uma proteína específica envolvida na formação das fibrilas amilóides. Na 
doença de Alzheimer, o maior componente dos depósitos amilóides, o peptídeo β-amilóide 
(Aβ), tem tipicamente de 39 a 42 resíduos e forma preferencialmente estruturas ordenadas 
em forma de agregados que foram primeiramente purificados e sequenciados em placas 
amilóides, apresentando estrutura secundária com conformação em folha-β, tendo o mesmo 
sido verificado por difração por Raio-X e por ensaios de fluorescência com Congo red [43] 
[44]. Apesar dos depósitos amilóides serem a estrutura final, são os oligómeros solúveis, 
intermediários do processo de fibrilação, na forma de dímeros, trímeros ou dodecameros, 
que são apontados como os responsáveis principais pela toxicidade e pelo surgimento da 
patologia [45], [46]. Este intermediário solúvel apresenta estrutura secundária 
maioritariamente em α-hélice; no entanto, estas conformações dependem sempre do meio 
em que estão inseridos [47], [48]. São encontradas também no processo protofibrilas, 
precursores fibrilares, que apresentam maioritariamente estrutura secundária em folha-β 
(estruturas comuns em processos de fibrilação amilóide) que se apresentam com estrutura 
fibrilar, mais flexível e de comprimento mais curto do que uma fibrila matura. 
Já foram identificados os aminoácidos essenciais responsáveis para o processo de 
fibrilação do peptídeo beta amilóide, sendo estes os resíduos 16-20, que correspondem à 
sequência “KLVFF” [49]. Este núcleo central hidrofóbico “17LVFF20” é então essencial para 
a formação da fibrila. O fragmento do peptídeo Aβ que corresponde aos aminoácidos 16-22 
contém este núcleo, sendo considerado a sequência mais pequena que forma fibrilas 
amilóides similares à proteína completa a pH neutro [50]. O processo de agregação foi 
estudado com esta sequência de aminoácidos por RMN em estado sólido, tendo sido 
verificado que há a formação de estruturas fibrilares ordenadas em incubação a pH 6,8 com 
folhas-β antiparalelas.  
Verificou-se que pequenos fragmentos das proteínas têm a capacidade de formar 
fibrilas in vitro, com as mesmas características das fibrilas resultantes da sequência total 
[51]. Por esta razão, sequências que integram os aminoácidos 16-20, tal como 16KLVFFA21 
(Figura 5), são utilizadas como modelo para estudar as interações primárias que levam à 
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formação de agregados, sendo encontrados estudos com os fragmentos 16KLVFF20 [52], 
16KLVFFA21 [53] e 16KLVFFAE22 [54]. Apesar das diferenças no tamanho da sequências, 
estes fragmentos exibem o mesmo comportamento que a proteína completa, nomeadamente 
na cinética de agregação e formação de oligómeros e fibrilas classificadas como steric 
zippers.  
 
 
Figura 5 - Representação do fragmento do peptídeo beta amilóide  16KLVFFA21 obtida por recurso 
à estrutura em PDB “3OW9” pelo PyMol, com estruturas em loop identificadas com cor verde e 
folha-β com cor vermelha. 
 
1.3 Ovalbumina 
 
A clara do ovo é composta por proteínas e glicoproteínas que totalizam 11% da sua 
composição [55]. Na sua constituição proteica, as proteínas maioritárias são a ovalbumina 
(54%), ovotransferina (12%), ovomucóide (11%), ovomucina (3,5%) e lisozima (3,4%), 
(Tabela 1) [56]. A clara de ovo é portanto uma fonte de proteínas para a dieta humana, com 
propriedades gelificantes e emulsificantes adicionais, sendo utilizada largamente na 
indústria alimentar [57]. Na sua constituição proteica são encontradas proteínas com 
propriedades biológicas importantes, como a lisozima, com aplicação na área da saúde e na 
preservação de alimentos, e a ovalbumina, que depois da sua clivagem forma peptídeos com 
atividade antimicrobiana [55], [58]. Muitas proteínas da clara do ovo são também utilizadas 
como modelos proteicos, tais como a ovalbumina, ovotransferina e a lisozima.  
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Tabela 1 - Composição e características físico-químicas das proteínas maioritárias da clara do ovo 
[59], [60]. 
Proteína % massa seca pI Temperatura desnaturação (ºC) 
Ovalbumina 54,0 4,1 84,0 
Ovotransferina 12,0-14,0 6,1-6,6 57,0 
Ovomucoide 11,0 3,9-4,3 ND 
Ovomucina 3,5 4,5-5,0 ND 
Lisozima 3,4-3,5 10,7 82,0 
Ovoflavoproteína 0,8 4,0-4,1 69,0-72,0 
Ovomacrogubina 0,5 4,5-4,7 69,0-72,0 
Ovoinibidor 1,5 5,1-5,2 69,0-72,0 
Ovogicoproteína 1,0 3,9 69,0-72,0 
Avidina 0,5 9,5-10,0 ND 
ND-não determinado 
 
A ovalbumina, a proteína maioritária da clara do ovo, é uma fosfoglicoproteína 
solúvel em água e apresenta uma conformação globular, com a sua forma nativa constituída 
por 386 aminoácidos, com peso molecular de 45 kDa, e uma temperatura de desnaturação 
de 84 °C a pH neutro [61], [62]. Esta proteína é da família das Serpinas (serina inibidora de 
protéase), que tem mais de 300 proteínas homólogas com diversas funções encontradas em 
animais, plantas, insetos e vírus [63], embora não apresente atividade inibidora de protéases 
[62]. Para além da sua importância na aquisição de aminoácidos na dieta humana, esta 
proteína é regularmente usada como modelo proteico em estudos estruturais. 
A ovalbumina contém seis resíduos de cisteína, sendo este um resíduo muito 
importante para a morfologia dos agregados formados a temperaturas elevadas, devido à 
formação de pontes de dissulfureto, sendo que dois destes resíduos estão envolvidos numa 
ponte de dissulfureto intramolecular essencial para a conformação proteica [62], [64]. 
Normalmente, são formadas longas fibrilas quando as pontes de dissulfureto reduzidas são 
aquecidas, embora no caso da ovalbumina se formem fibrilas semi-flexíveis [65].  
A ovalbumina apresenta uma estrutura terciária semelhante à das proteínas da família 
das Serpinas tendo cerca de 35% de α-hélice e 45% de folha-β (Figura 6) [65], apresentando 
cinco cadeias em folha β que acompanham todo o eixo longitudinal da proteína, enquanto o 
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centro reativo apresenta uma conformação de α-hélice. O mecanismo de desnaturação e 
enrolamento já foi caracterizado em detalhe [66]. 
 
 
Figura 6 - Representação da estrutura terciária da ovalbumina obtida por recurso à estrutura em PDB 
“1OVA” pelo PyMol, com estruturas em loop identificadas com cor verde, α-hélices com cor azul e 
folha-β com cor vermelha. 
 
No caso da agregação para esta proteína, existem evidências da formação de fibrilas 
do tipo amilóide com desnaturação por calor a pH neutro [67]. Esta proposta de agregação 
amilóide é baseada em resultados obtidos por estudos de fluorescência com a Tioflavina T 
(ThT), embora dependendo de parâmetros como pH, temperatura e força iónica, são também 
obtidos vários tipos de agregados, inclusive outros tipos de agregados fibrilares, mas não 
amilóides. A pH 2 depois da desnaturação a 90ºC são formados vários tipos de fibrilas, um 
tipo com estrutura em folha-β, considerada amilóide, e o segundo tipo com propriedades 
mais flexíveis, com estrutura secundária definida [68]. Assim, o primeiro tipo é mais rígido 
e semi-flexível apresentando características típicas de fibrila amilóide, enquanto que o 
segundo tipo é caracterizado por fibrilas finas e flexíveis que crescem até comprimentos da 
ordem de micrómetros. Para além disso foram também identificados vários fragmentos da 
sequência de ovalbumina, que apresentam também formação de fibrilas do tipo amilóide 
similar à sequência total, como os fragmentos 38LAMVYL43, 172MVLVNAIVFK181 e 
364FLFCIK369, podendo ser usados como modelos para o estudo do mecanismo de agregação 
desta proteína [65].  
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1.4 Líquidos iónicos  
 
Os líquidos iónicos são sais com temperatura de fusão inferior a 100ºC, muitas das 
vezes líquidos à temperatura ambiente [69]. Estes são considerados solventes adequados 
para diversas aplicações devido às suas características, como pelo facto de serem não 
inflamáveis, apresentarem volatilidade negligenciável, elevada estabilidade térmica e 
eletroquímica, entre outros [69], [70]. Sendo sais, os líquidos iónicos apresentam uma 
elevada diversidade estrutural por diferentes combinações de anião e catião [71], tendo vindo 
a ser designados por “designer solvents” [72]. As propriedades destes solventes conduziram 
ao seu estudo em várias aplicações, como em biossensores, estabilizadores de proteínas e na 
preservação de amostras biológicas [73].  
É possível verificar na literatura que proteínas na presença de líquidos iónicos sofrem 
modificações, nomeadamente na sua estabilidade, conformação ou solubilidade, sendo 
variáveis com o tipo de líquido iónico [74]. Na presença de líquidos iónicos têm sido 
reportados fenómenos como o aumento do enrolamento e inibição da agregação [75], 
aumento de formação de moléculas intermediárias [76], aumento da agregação [77], e 
formação de diferentes tipos de agregados, como fibrilas amilóides [78]. 
No caso específico de agregação de proteínas na presença de líquidos já foram 
reportados vários exemplos, como o aumento da fibrilação amilóide com a lisozima em 
líquidos iónicos próticos [78], assim como a inibição da sua formação [79]. Também já se 
verificou o efeito de líquidos iónicos derivados do catião imidazólio no aumento da formação 
de fibrilas amilóides com a proteína α-sinucleína [80], e ainda a formação de fibrilas em 
líquidos iónicos próticos para o fragmento 16-22 da proteína Aβ [81].  No caso da proteína 
ovalbumina, não foi ainda reportado a formação de agregados para esta proteína em líquidos 
iónicos, apesar de existir para as proteínas totais da clara do ovo com o líquido iónico tosilato 
de colínio ([Cho][Tos]) [82]. 
Apesar de existirem atualmente várias investigações na área, ainda permanece a 
dificuldade de selecionar, sem necessidade de ensaios laboratoriais, um líquido iónico 
adequado para estabilizar/agregar uma proteína específica [83]. O comportamento das 
proteínas na presença de líquidos iónicos tende a seguir a série de Hofmeister, em que se 
classificam os iões como cosmotrópicos ou caotrópicos [84]. Assim, os iões cosmotrópicos, 
que apresentam normalmente carga elevada e tamanho reduzido, tendem a aumentar as 
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ligações por pontes de hidrogénio, aumentando assim a estabilidade da proteína; enquanto 
os caotrópicos, normalmente iões de carga reduzida e de grande tamanho, conduzem a uma 
destabilização da estrutura da proteína. Apesar disto, nem todos os sistemas com líquidos 
iónicos e proteínas seguem esta série, pois existem alguns estudos contraditórios [85]. 
A especificidade na interação dos iões com determinados tipos de aminoácidos 
constituintes das sequências proteicas também já foi alvo de estudo, e foi verificado que 
tanto o anião como o catião estabelecem preferencialmente interações fracas com os resíduos 
proteicos [86], sendo que o comportamento das proteínas na presença de líquidos iónicos 
depende também das propriedades intrínsecas da solução, como o pH [87]. É assim relevante 
perceber quais as características dos líquidos iónicos que inibem ou aumentam a produção 
de agregados proteicos, tendo já como ponto de referência o estudo  do [Cho][Tos] nas 
proteínas totais da clara do ovo [82]. É também pertinente perceber se o mesmo 
comportamento se mantém para uma das proteínas da sua constituição, como a ovalbumina; 
por outro lado, a troca de anião pode também ter um impacto significativo na interação dos 
líquidos iónicos com proteínas, tornando-se pertinente perceber a interação de um anião, 
derivado de uma estrutura de aminoácido, como por exemplo a arginina, com os aminoácidos 
constituintes das sequências em estudo. Até ao momento não existe nenhuma publicação 
com a utilização e estudo da interação de líquidos iónicos derivados de aminoácidos com 
proteínas.  
 
1.5 Simulações de dinâmica molecular  
 
 Apesar de existirem diversas técnicas laboratoriais que permitem obter informações 
sobre agregados proteicos, desde a quantificação e determinação do seu tamanho por 
técnicas de microscopia, como a caracterização por métodos como FTIR, DC, espetroscopia 
de Raman e RMN [4], persistem ainda dificuldades na obtenção de resultados concordantes 
devido ao polimorfismo apresentado pelos agregados, e também pelas espécies 
intermediárias que aparecem numa fase inicial do processo, no qual é difícil obter 
informação por estes métodos. É possível assim utilizar métodos computacionais, como as 
simulações de dinâmica molecular, que permitem fornecer informações das estruturas numa 
escala de tempo não possível laboratorialmente, entre vários outros exemplos.  
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1.5.1 Proteínas 
 
A dinâmica conformacional das proteínas está, de certa forma, codificada nas suas 
estruturas, embora também seja variável com o meio, e é normalmente um elemento crítico 
para a sua função. A compreensão de como as proteínas funcionam implica uma conexão 
entre a estrutura tridimensional da proteína, obtida por técnicas como cristalografia de Raio-
X e RMN, e pela dinâmica, que é difícil de observar experimentalmente [88]. A primeira 
simulação de dinâmica molecular foi realizada em 1977 e consistiu na obtenção da trajetória 
de uma pequena proteína com 58 resíduos, BPTI, inibidor da tripsina pancreática bovina, em 
vácuo durante 9,2 ps por McCammon, Gelin e Karplus [89]. Neste trabalho, foi verificado 
que o comportamento da proteína podia ser comparado ao de um fluido, na medida em que 
diferentes regiões apresentavam diferentes graus de flexibilidade e o movimento é não-
harmónico. Em 1981 foi realizada nova simulação com a mesma proteína, mas durante 100 
ps, permitindo confirmar os dados anteriormente obtidos verificando-se, adicionalmente, 
que as proteínas apresentam grandes variações de movimento ao longo do tempo, sendo estas 
maiores que o tempo total de simulação, o que sugeriu a existência de limitações na duração 
do tempo de simulação [90]. Em 1988, passados onze anos da primeira simulação, foi 
realizada uma nova simulação da mesma proteína em água durante 210 ps [91]. Entretanto, 
o poder computacional aumentou consideravelmente, permitindo executar simulações de 
proteínas com tamanho superior e durante mais tempo. Melhorias significativas nas funções 
de potencial tornaram também as simulações muito mais rápidas e precisas [92]. 
Podem ser obtidas informações sobre a dinâmica básica de proteínas pela separação 
das mesmas em domínios e pela existência de diferentes estruturas por estados 
conformacionais, mas não é fácil obter estas informações por inspeção visual [88]. Neste 
contexto, simulações de mecânica e dinâmica molecular (MM e MD, respetivamente) podem 
disponibilizar o detalhe final relativo ao movimento atómico individual em função do tempo, 
fornecendo respostas específicas sobre propriedades do sistema mais facilmente que dados 
experimentais. Para proteínas pequenas ou domínios proteicos não é expectável observar 
grandes transições conformacionais, sendo que uma simulação com uma duração na ordem 
dos nanosegundos num ambiente solvatado (na presença de solvente ao contrário das 
simulações realizadas no vácuo), contabilizando todos os átomos e sem restrições a nível de 
interações eletrostáticas, pode resultar em desvios de apenas 1 Å em comparação com a 
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estrutura central da proteína [93]. Assim, as simulações são úteis quando são realizadas em 
conjunto com ensaios laboratoriais para que o método possa ser validado e também 
melhorado, mas também para confirmação e obtenção de dados não possíveis de obter 
laboratorialmente [94]. 
O primeiro estudo de agregação de proteínas usando simulações de dinâmica 
molecular com um modelo de solvente explícito, modelo que apresenta moléculas de água 
em que todos os átomos estão representados, foi publicado em 2003 [95], com o fragmento 
da proteína Aβ 16-22, tendo sido usada uma restrição harmónica para acelerar o processo de 
agregação. Posteriormente, foram reportados vários outros estudos com outras proteínas, 
mas sem a restrição associada [96], [97]. 
 
1.5.2 Líquidos iónicos  
 
Na área das simulações de MD foram já realizados vários estudos com líquidos 
iónicos devido às inúmeras aplicações destes solventes [98], tendo a maioria destes sido 
realizada com o catião imidazólio [99], [100]. Estas simulações permitem fornecer uma 
visão da estrutura e dinâmica dos líquidos iónicos, pois um design adequado de líquidos 
iónicos requer a compreensão da sua natureza e das suas interações [98]. As simulações de 
dinâmica molecular podem ser assim uma poderosa ferramenta para inferir estruturas, 
dinâmicas e propriedades termodinâmicas destes solventes. A primeira simulação de 
dinâmica molecular de líquidos iónicos realizou-se em 2001, no centro de simulação atómica 
da universidade de Belfast, com o uso da forma cristalina de [C1C1mim]Cl, cloreto de 1,2,3-
trimetilimidazólio, [C1C1mim][PF6], hexafluorofosfato de 1,2,3-trimetilimidazólio, 
[C2mim]Cl, cloreto de 1-etil-3-metilimidazólio  e [C2mim][PF6], hexaflurofosfato de 1-etil-
3-metilimidazólio, e com o estado líquido de [C1C1mim]Cl e [C1C1mim][PF6] [101]. As 
propriedades calculadas foram volumes molares, energias médias e desvios quadrados 
médios das posições em função do tempo. Contudo, pode-se verificar que apesar das 
elevadas temperaturas usadas, o tempo de simulação (100 ps) pode não ter sido suficiente 
para obter dados de difusão adequados a partir dos desvios quadráticos de posição. No ano 
seguinte, foi desenvolvido um estudo da interação do líquido iónico [C1mim]Cl, cloreto de 
1,3-dimetilimidazólio, com água, metanol e propano [102]. Com este estudo foi possível 
verificar que os grupos hidroxilo do soluto interagem principalmente com o anião do líquido 
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iónico, e que cada molécula de água associa-se a dois iões cloreto via ligação por pontes 
hidrogénio, enquanto que o éter e o alcano não se associam tão fortemente ao anião e os 
catiões mantêm uma conformação ordenada difusa em redor de todos os solutos. O mesmo 
grupo de investigadores avaliou também os potenciais químicos dos solutos já referidos na 
presença dos líquidos iónicos, usando integração termodinâmica [103]. Este estudo foi o 
primeiro exemplo de um cálculo de energia livre com um sistema contendo um líquido 
iónico e confirmou a importância das ligações de hidrogénio e interações eletrostáticas na 
solvatação de líquidos iónicos. Nos anos seguintes foram realizados estudos sucessivos com 
diferentes líquidos iónicos [104]. 
Com o aumento do interesse tanto na área dos líquidos iónicos, como na continuação 
de estudos de dinâmica de proteínas, é possível utilizar bases de dados de citações de jornais 
e revistas científicas, sendo um destes o Scopus [105], para pesquisa do número de artigos 
disponíveis sobre o tema. Assim, como ilustra a Figura 7, é visível que nos últimos 10 anos 
há um aumento no número de publicações em todas as áreas pesquisadas, “Proteins and 
molecular dynamics”, “Ionic liquids and molecular dynamics” e “Proteins and ionic liquids 
and molecular dynamics”, sendo que a pesquisa de artigos de simulações de dinâmica 
molecular com proteínas é a que verifica o maior número de publicações, em que o número 
de publicações diminui mais de 6 vezes por comparação com dinâmica molecular e líquidos 
iónicos. Isto revela que as simulações de dinâmica molecular com proteínas, apesar do 
número elevado comparativamente com as outras duas pesquisas, ainda se encontra em fase 
de desenvolvimento. No caso do conjunto de dinâmica molecular com líquidos iónicos, e 
apesar de se verificar um aumento nos últimos dez anos decorrente do interesse crescente 
neste tipo de solventes, o número de publicações ainda se encontra inferior ao anterior, sendo 
ainda mais notório o número de publicações reduzidas com simulações de dinâmica 
molecular, proteínas e LIs, permitindo verificar a atualidade das investigações que conjugam 
estes três elementos.  
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Figura 7 - Número de publicações existentes no Scopus encontradas por pesquisa usando as palavras 
chave “Proteins and molecular dynamics”, “Ionic liquids and molecular dynamics” e “Proteins and 
ionic liquids and molecular dynamics” nos últimos 10 anos; dados obtidos no dia 12 de Junho de 
2017.  
 
1.5.3 Métodos de simulação de dinâmica molecular  
 
Existem duas famílias principais de métodos de simulação de dinâmica molecular 
que diferem no modelo físico para a representação do sistema [106]. O termo mecânica 
molecular (MM) é utilizado para descrever a aplicação da mecânica clássica, com recurso às 
equações de movimento de Newton, para a determinação da energia e dinâmica de sistemas 
moleculares em que os graus de liberdade eletrónicos são removidos [107]. Em oposição, o 
modelo de mecânica quântica (QM) considera explicitamente graus de liberdade eletrónicos 
e descreve explicitamente a natureza da ligação química, sendo a energia e dinâmica do 
sistema regidos pela equação de Schrödinger [108]. 
Em mecânica molecular, os efeitos quânticos são ignorados, apesar de permitirem 
uma descrição mais detalhada e precisa do sistema a ser simulado [109]. Isto é explicado 
devido ao número de graus de liberdade introduzido pela inclusão de eletrões, que não é 
computacionalmente comportável na simulação de sistemas de tamanho considerável. São 
realizadas, por isso, aproximações em que os graus de liberdade considerados são 
restringidos às posições do centro de massa dos átomos ou restritos pela utilização de grupos 
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de átomos em vez de todos os átomos individualmente (modelo “united-atoms”), embora 
este processo adicione algumas limitações. Nestas restrições, cada partícula (átomo ou 
conjunto de átomos) é considerado como um centro de massa, sendo esta abordagem 
justificada pela aproximação Born-Oppenheimer em que apenas os deslocamentos nucleares 
podem ser considerados. O método de MM é eficiente para simular a maioria dos sistemas, 
mas na existência de átomos leves ou sistemas a temperaturas elevadas, devem ser 
considerados os efeitos quânticos [110]. Por isso, com a utilização de MM, é necessário 
utilizar os potenciais intermoleculares com as correções necessárias ou, em alternativa, tratar 
ligações interatómicas como restrições nas equações de potencial e/ou movimento. Assim, 
o modelo escolhido para a simulação deve estar em conformidade com a propriedade ou 
quantidade de interesse.  
As simulações computacionais são uma forma de obter dados de uma experiência 
impossível, com risco no processo, de alto custo ou de propriedades não observáveis em 
contexto laboratorial [110], [111]. Também pela complexidade dos sistemas biológicos, as 
simulações computacionais são importantes para estudar propriedades termodinâmicas e 
processos cinéticos, o que permite entender aspetos dinâmicos de biomoléculas [108], [112]. 
Para além disso, é possível também refinar estruturas determinadas por técnicas como RMN 
e Raio-X. As aproximações de MM são aplicadas em diversas simulações como dinâmica 
molecular (MD) e Monte Carlo (MC) [108]. As simulações MC requerem menor tempo de 
computação para cada interação do sistema em comparação com as de MD pois não 
requerem o cálculo das forças exercidas nas partículas que compõem o sistema, mas não 
apresentam o mesmo rendimento para propriedades dependentes do tempo, como coeficiente 
de difusão [113]. 
 
1.5.4 Etapas da simulação MD 
 
O processo de simulação, com a utilização de dinâmica molecular, começa pela 
preparação de um modelo computacional do sistema molecular, normalmente com recurso 
a dados de RMN ou cristalografia [114], em que é explícita a topologia das moléculas 
(átomos a conectividades) e a posição inicial de cada partícula que compõe o sistema [115], 
[116]. Seguidamente, é escolhido o campo de forças com a parametrização adequada ao 
sistema, de forma a reproduzir o movimento real das moléculas e energias associadas [107]. 
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Este conjunto de parâmetros é definido como campo de forças, pois representa as 
contribuições das várias forças atómicas que dominam a dinâmica molecular. Vários campos 
de forças são comummente usados neste tipo de simulações computacionais, como AMBER, 
CHARMM e GROMOS, que diferem no tipo de parametrização [117]. 
São normalmente aplicadas algumas restrições ao sistema na parametrização, dado 
que os movimentos encontrados no sistema não apresentam todos a mesma escala temporal 
(por exemplo os movimentos vibracionais são muito mais rápidos que os translacionais) 
[118]. Se não existissem essas restrições, o passo de integração teria que ser diminuído, tendo 
como consequência o aumento do tempo de cálculo computacional. No entanto é possível 
subtrair estes movimentos mais rápidos do cálculo das interações, diminuindo os graus de 
liberdade dos movimentos com maior frequência, o que leva ao aumento do passo de 
integração das equações de movimento e reduz o custo computacional [119]. Existem ainda 
outras variáveis nas simulações de dinâmica molecular que precisam de ser controladas por 
algoritmos adequados conforme os objetivos, como a temperatura e pressão. 
Para a otimização da geometria do sistema (determinação da configuração molecular 
que minimiza a energia total do sistema) são executados passos de minimização de energia, 
em que são procurados estados com menor energia associada, ou seja, conjuntos de 
coordenadas com mínimos de energia potencial locais, podendo este processo ser realizado 
por diferentes algoritmos [120]. O algoritmo tem a função de relaxar distorções nas ligações, 
ângulos e interações de van der Waals e de Coulomb através de ajustes nas posições 
atómicas. Alguns dos algoritmos mais utilizados são o steepest descent [121], e o método 
dos gradientes conjugados [122]. 
A simulação de MD propriamente dita começa pela equilibração do sistema, pois as 
coordenadas iniciais são muito diferentes das encontradas no equilíbrio termodinâmico 
[123]. Nesta fase, as propriedades termodinâmicas não são mantidas constantes, ao contrário 
do passo de minimização, e a sua duração depende do tamanho e complexidade do sistema 
em causa [124]. As forças que atuam nos átomos do sistema são calculadas e as posições 
dos átomos modificam-se segundo as leis de Newton. Assim, o conjunto de propriedades do 
sistema que são mantidas constantes durante a integração das equações de Newton são 
denominadas de ensemble. Existem diversas alternativas para o ensemble sendo que é 
possível usar a forma NVT em que é usado o número de partículas, volume e temperatura 
constantes, e NpT em que é usado o número de partículas, pressão e temperaturas constantes 
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[125]. A fase de equilibração encontra-se concluída quando o sistema alcança o equilíbrio 
termodinâmico. A fase seguinte consiste na produção da simulação de forma a obter as 
trajetórias e propriedades do sistema. A trajetória de cada partícula é o conjunto de posições 
e velocidades ao longo do tempo e pode ser obtida pela utilização das equações de 
movimento.  
As equações de movimento de Newton providenciam uma relação entre a força e a 
alteração das posições dos átomos [126]. A integração destas equações é feita por um método 
numérico e este terá uma grande influência na estabilidade do sistema e na eficiência das 
simulações [120], [126]. A solução da equação de movimento de Newton (equação 1) 
permite que a simulação de dinâmica molecular seja efetuada, sendo Fi a força que atua na 
partícula, mi a massa do átomo e ai a aceleração deste.  
 
  𝑭𝒊 =  𝑚𝑖𝒂𝒊                                                                  (1) 
 
As forças que atuam na partícula i podem ser determinadas pela primeira derivada da 
equação de energia potencial do sistema obtida pelo campo de forças escolhido, em ordem 
à posição da partícula (ri) (equação 2):  
 
                                                  𝑭𝒊= −
𝜕𝑉(𝑟)
𝜕𝒓𝑖
                                                                   (2) 
 
Esta equação permite calcular diretamente a aceleração da partícula. Como ponto de 
partida, esta pode ser usada para obter as velocidades, integrando as equações de movimento, 
em que por sua vez a integral da velocidade irá proporcionar a mudança de posição do átomo. 
Com as novas posições e velocidades de cada partícula são obtidas as energias de potencial 
e cinética do sistema, respetivamente. A integração destas equações de movimento é 
realizada através da utilização de algoritmos baseados em métodos de diferenças finitas, em 
que a integração é realizada em pequenos passos de tempo (passos de integração) Δt [127]. 
Um dos algoritmos mais utilizados para este processo é o de Verlet, obtido pela utilização 
da expansão em série de Taylor, que com a posição e aceleração dos átomos no tempo t e as 
posições no tempo t anterior, permite determinar as novas posições no tempo t + Δt pela 
equação 3:  
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                                    𝑟(𝑡 +  𝛥𝑡) = 2𝑟(𝑡) − 𝑟(𝑡 − 𝛥𝑡) + 𝑎(𝑡)𝛥𝑡2                             (3) 
 
1.5.5 Campo de forças  
 
Ao longo dos anos têm vindo a ser desenvolvidos vários campos de forças para 
biomoléculas [128]. De forma mais ou menos geral, as forças que atuam no sistema podem 
ser divididas em forças em que existe ligação covalente entre átomos (interações bonded) e 
em que não existe ligação covalente (interações nonbonded). As interações bonded são, 
genericamente, modeladas usando funções harmónicas e/ou sinusoidais [129]. No caso do 
campo de forças GROMOS, AMBER e OPLS, as interações nonbonded tratam-se de 
interações de van der Waals, que são modeladas com o potencial Lennard-Jones, e 
interações eletrostáticas modeladas com recurso à lei de Couloumb. Nos campos de força 
mais usados, como sejam o AMBER e OPLS, o potencial associado a ligações covalentes 
entre átomos diretamente ligados é calculada pela equação 4.  
 
                                            𝑉𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠 =  ∑ 𝐾𝑙 ( 𝑙 − 𝑙𝑒𝑞)                                                (4) 
 
Neste caso, l, representa a distância entre os átomos i e j (Figura 8), sendo leq, o seu 
valor de equilíbrio e Kl a constante de força. A distensão das ligações é descrita como um 
potencial harmónico de acordo com a lei de Hooke.  
 
 
Figura 8 - Distensão das ligações químicas, representado por l. Adaptado de [130]. 
 
Vângulos descreve a energia potencial dos ângulos formados e tal como para as ligações 
tem em conta a soma de todos os ângulos θ, dependendo de uma constante de força Kθ  e θeq, 
o ângulo de equilíbrio (equação 5).  
 
                                             𝑉â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠 =  ∑ 𝐾𝜃(𝜃 − 𝜃𝑒𝑞)
2                                              (5) 
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Tal como no cálculo das distensões das ligações, a flexão dos ângulos entre três 
átomos ligados, i, j e k (Figura 9), é descrita como um potencial de acordo com a lei de 
Hooke.  
 
 
Figura 9 - Flexão de ângulos entre três átomos ligados. Adaptado de [130]. 
 
Vtorção descreve a energia potencial total das interações de diedros e é calculada pela 
soma de ângulos diedros N𝜙, com recurso à equação 6:  
 
                                       𝑉𝑡𝑜𝑟çã𝑜 =  ∑
1
2
𝑉𝑛([1 + cos[𝑛𝜙 − 𝛿])                                     (6) 
Em que Vn é o valor máximo de desfasamento que pode ser alcançado, sendo n𝜙 o 
potencial periódico de periodicidade (Figura 10) e δ o desfasamento.  
 
Figura 10 - Representação da torção periódica de uma ligação. Adaptado de [130]. 
 
No caso das interações van der Waals, estas são calculadas a partir do potencial 
Lennard-Jones, que é caracterizado pelos parâmetros Aij e Bij, que relativamente a dois 
átomos, contém um termo atrativo que varia com rij-6 e um termo repulsivo que varia com 
rij-12, sendo que rij é a distância entre os átomos i e j (Figura 11), pela equação 7:  
 
                                                𝑉𝐿𝐽 =  ∑(
𝐴𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
12 −  
𝐵𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
6 )                                                 (7) 
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Figura 11 - Representação da interação de van der Waals. Adaptado de [130] 
 
No caso das interações eletrostáticas, estas aplicam-se entre pares de átomos que 
interagem, usando a interação de Coulomb, VC (equação 8), com os parâmetros qi e qj, cargas 
parciais, e r, distância entre partículas (Figura 12).  
 
                                                                𝑉𝐶  =  ∑
𝑞𝑖𝑞𝑗
4𝜋ɛ0ɛ1
 
1
𝑟𝑖,𝑗
                                                 (8) 
 
Em que ɛ0 é a permissividade dielétrica do vácuo, enquanto que ɛ1 é a permissividade 
relativa do meio em que os átomos estão inseridos, sendo normalmente 1. 
 
Figura 12 - Representação da interação de Coulomb. Adaptado de [130]. 
 
1.5.6 Algoritmos 
 
1.5.6.1 Temperatura e pressão constante 
 
No início de uma simulação a temperatura é definida pela velocidade atribuída aos 
átomos. No entanto, durante a simulação a temperatura varia devido à conversão entre 
energia potencial e cinética [109]. É necessário obter também as coordenadas e velocidades 
iniciais de todos os átomos do sistema, sendo que as velocidades são normalmente geradas 
aleatoriamente pelo software da simulação, partindo da distribuição de Maxwell-Boltzmann 
[131]. Assim, para o controlo da temperatura pode ser utilizado um termóstato como o de 
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Berendsen que mantém a temperatura, acoplando o sistema a um banho térmico com uma 
temperatura fixa, em que durante a simulação as velocidades são atualizadas repetidamente 
a cada passo de integração, para que a energia cinética do sistema se aproxime da 
temperatura desejada [132]. 
O cálculo da energia cinética total do sistema é dado pela equação 9: 
 
                                       𝐸𝑐𝑖𝑛é𝑡𝑖𝑐𝑎(𝑡) =  ∑
1
2
𝑚𝑖𝑣𝑖
2(𝑡) =
1
2
𝑁𝑑𝑓𝑘𝑏𝑇(𝑡)                           (9) 
 
 em que Ndf é o número de graus de liberdade no sistema e kb é a constante de 
Boltzmann. 
A temperatura instantânea T do sistema que é obtida em cada passo de integração das 
equações de Newton é então forçada a variar até à temperatura T0. Esta tendência é seguida 
pela equação 10: 
 
                                                              
𝜕𝑇
𝜕𝑡
=
𝑇0−𝑇
𝜏
                                                      (10) 
em que o T0 é a temperatura do banho, T a temperatura do sistema e 𝜏 uma constante 
de tempo que faz com que o desvio da temperatura instantânea e do banho decaia 
exponencialmente no tempo [133]. O fator de escalonamento das velocidades λ a aplicar a 
cada Δt (passo de integração) relaciona-se com a constante de acoplamento pela equação 11. 
 
                                                           𝜆2 = 1 +  
𝛥𝑡
𝜏
(
𝑇0
𝑇
− 1)                                             (11) 
 
 No caso da pressão esta também é controlada por baróstatos como Berendsen [132] 
ou Parrinello-Rahman [134]. No caso do método de Berendsen a pressão é mantida constante 
pela alteração do volume do sistema, sendo as posições dos átomos corrigidos por um fator, 
dado pela equação 12: 
 
                                                  𝜒3 = 1 − (𝛽𝑇)
∆𝑡
𝜏𝑝
(𝑃0 − 𝑃)                                          (12) 
 
Assim, o valor da pressão P do sistema irá tender para um valor P0, tal como o que 
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acontece com o uso do mesmo algoritmo na temperatura, pela equação 13:  
 
                                                               
𝑑𝑃
𝑑𝑡
=
 (𝑃0−𝑃)
𝜏
                                                   (13) 
 
1.5.6.2 Minimização de energia/Otimização de estruturas  
 
A minimização de energia total de um sistema permite otimizar a sua estrutura 
procurando uma conformação num estado de energia mínimo, podendo este ser um mínimo 
local ou global (Figura 13), e em que as forças que nele atuam são tendencialmente nulas 
[110]. 
 
 
Figura 13 - Representação da energia de cada conformação possível para uma molécula. Adaptado 
de [110]. 
 
O algoritmo de steepest descent utiliza a primeira derivada da energia potencial para 
limitar a direção para o mínimo de energia, sendo um método rápido e robusto mas apenas 
adequado para as primeiras minimizações [126]. Este método diminui a sua taxa de 
convergência com a aproximação do mínimo e avança para este cada vez a menor 
velocidade. As posições das partículas são dadas pela equação 14:  
 
                                              𝑟𝑛+1 = 𝑟𝑛 +
𝑭𝒏
max (|𝑭𝑛|)
ℎ𝑛                                                (14) 
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Sendo que r é um vetor posição do átomo e F as forças nele aplicado. O algoritmo 
acaba o processo quando chega ao limite de passos pré-estabelecidos pelo utilizador ou 
quando a diferença de energias entre passos consecutivos é inferior a um valor pré-definido. 
Por outro lado, tem-se também o algoritmo de gradiente conjugado, que se comporta como 
o método anterior quando se encontra longe do mínimo, embora quando se encontre perto, 
este realize uma mudança de direção através do gradiente, o que o leva a encontrar o mínimo 
de energia de uma forma mais rápida e eficiente do que o algoritmo anterior [120]. 
 
1.5.7 Caixa de simulação e condições de simulação  
 
O sistema produzido pela simulação é limitado por uma caixa de simulação, devido 
à impossibilidade de simular o sistema macroscópico completo. A caixa contém a molécula 
de interesse em vácuo ou pode também incorporar moléculas de solvente [120], [135]. São 
utilizados diferentes tipos de geometria, podendo a caixa de simulação ser cúbica, 
dodecaédrica ou paralelepipédica. A quantidade de átomos presentes no sistema é 
significativamente menor (na ordem dos102 aos 106) do que o número de Avogadro; por 
isso, as condições de superfície na fronteira têm muita influência no resultado dado que o 
número de partículas do sistema é muito menor do que o sistema macroscópico. Para reduzir 
estes efeitos são usadas condições periódicas de fronteira. Estas condições implicam que o 
sistema produzido esteja rodeado por todos os lados, de cópias exatas dele mesmo, levando 
a que se uma partícula do sistema sair da caixa de simulação, então uma das suas imagens 
estará a entrar na caixa, mantendo o número de partículas conservado dentro da caixa de 
simulação (de forma análoga ao conceito de célula unitária em cristalografia). O cut-off 
escolhido para as interações de longo alcance permite selecionar se a partícula conseguirá 
ver, ou não, a sua imagem no sistema. Contudo, a exclusão da computação de interações 
entre partículas que distam mais que o cut-off leva a que seja necessário introduzir 
mecanismos de cálculo da compensação electroestática devido a todas as células adjacentes. 
Esta compensação é normalmente calculada usando métodos baseados na soma de Ewald, 
tais como PME (Particle Mesh Ewald) [136]. 
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1.6    Objetivo da dissertação 
 
Ao avaliar os estudos já efetuados e encontrados na literatura sobre o mecanismo de 
formação de agregados proteicos e os fatores que interferem neste processo, é possível 
concluir que é um tema que ainda se encontra distante de estar bem compreendido. A 
compreensão dos mecanismos subjacentes à formação de fibrilas amilóides e agregados 
amorfos é por isso de extrema relevância, no sentido de encontrar soluções para controlar ou 
inibir a sua formação conforme o interesse de aplicação ou área em estudo. Para este 
entendimento, a utilização de proteínas e fragmentos modelo, que apresentam 
comportamento e propriedades bem conhecidas, permite racionalizar os fatores que 
influenciam o mecanismo de agregação. Neste contexto, foi feito um estudo sistemático 
laboratorial com as proteínas totais da clara do ovo, com uma das proteínas suas constituintes 
- ovalbumina, e com um fragmento do peptídeo beta amilóide - 16KLVFFA21, manipulando 
o processo de agregação pela utilização de dois líquidos iónicos, nomeadamente o arginato 
de colínio e tosilato de colínio, a diferentes concentrações e com meios a diferente pH. Com 
o objetivo de estudar a estabilidade dos agregados formados, utilizaram-se simulações de 
dinâmica molecular, com campos de força atomísticos, para os três fragmentos proteicos, o 
mesmo fragmento da proteína Aβ já referido e dois fragmentos da proteína ovalbumina, em 
sistemas com água e os mesmos líquidos iónicos. Estes estudos permitiram descrever o 
comportamento dos agregados proteicos formados e também a sua estabilidade.    
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1 Metodologia laboratorial  
 
Para este trabalho foi utilizado o fragmento 16-21 do peptídeo beta amilóide, a 
proteína ovalbumina da clara de ovo, e as proteínas totais da clara do ovo. O fragmento da 
proteína Aβ foi fornecido pela Tebu-Bio (pureza superior a 98,5%), a proteína ovalbumina 
foi adquirida através da Acros Organics, enquanto que a solução de clara de ovo foi 
preparada no laboratório com recurso a ovos de supermercado. Foram utilizados dois 
líquidos iónicos, arginato de colínio e tosilato de colínio, que foram sintetizados no 
laboratório, tendo sido comprovada a sua pureza por RMN de 1H e 13C, estando as respetivas 
estruturas representadas na Figura 14. 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 - Estruturas químicas dos líquidos iónicos: (i) arginato de colínio [Cho][Arg]; (ii) 
tosilato de colínio, [Cho][Tos]. 
 
 
 
 
(i) 
(ii) 
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2.1.1 Síntese de líquidos iónicos  
 
2.1.1.1 [Cho][Arg] 
 
 Para a síntese do líquido iónico arginato de colínio, a solução de bicarbonato de 
colina aquosa (solução com pureza 80% obtida pela Proionic) foi adicionada a L-arginina 
(pureza superior a 98% obtida pela Acros Organics), numa relação molar de 1:1, sob agitação 
à temperatura ambiente durante 24h. O líquido iónico foi lavado com acetonitrilo (70% (v/v)) 
e metanol (30% (v/v)) (ambos com pureza de 99%, obtidos pela Fisher Scientific) para 
remover os compostos que não reagiram, e os restantes solventes foram removidos sob 
pressão reduzida utilizando o evaporador rotativo a 60ºC durante 2h. O líquido iónico 
formado foi finalmente seco/purificado numa linha de vácuo durante 3 dias a 57ºC, cuja 
estrutura química foi verificada por RMN de 1H e 13C. 
 
2.1.1.2 [Cho][Tos] 
 
A síntese do líquido iónico tosilato de colínio ([Cho][Tos]) baseou-se no protocolo 
descrito em [137], por reação ácido-base entre o bicarbonato de colina (pureza superior a 
80%, obtida pela Proionic) e o ácido mono-hidratado p-Toluenossulfónico (Alfa Aesar), na 
proporção 1:1, sob agitação durante 24h. Foi obtido um líquido transparente que indica o 
final da reação, e os resíduos da reação foram removidos por três lavagens com acetato de 
etilo (com pureza de 99%, obtido pela Carlo Erba), tendo sido descartados junto com o 
acetato de etilo. Os solventes voláteis foram eliminados por evaporação usando o evaporador 
rotativo durante 1h a 60ºC. O líquido iónico foi seco sob vácuo, tal como descrito 
anteriormente, tendo sido obtido um composto sólido de cor branca que foi armazenado à 
temperatura de 5ºC, e cuja estrutura química foi verificada por RMN de 1H e 13C. 
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2.1.2 Preparação das soluções com o fragmento do peptídeo beta amilóide e 
líquidos iónicos 
 
Para o estudo da agregação do fragmento do peptídeo beta amilóide foram preparadas 
duas soluções stock a pH 2 e 7. Foram utilizadas como soluções stock soluções de 2% (m/m) 
do fragmento 16KLVFFA21 da proteína Aβ; a solução a pH 2 foi preparada pela adição de 
25,00 ± 0,05 mg de péptideo puro a 1250,00 ± 0,05 mg de água Milli-Q com pH previamente 
ajustado a 2 com ácido clorídrico 37%, obtido pela AnalaR Normapur. O pH foi controlado 
com um medidor de pH Metrohm 827 pH lab. A solução a pH 7 foi preparada por adição de 
25,00 ± 0,05 mg de péptideo puro a 1250,00 ± 0,05 mg de PBS (tampão fosfato salino a pH 
7,3, obtido pela Acros Organic). Estas soluções foram utilizadas para fazer o estudo com os 
vários líquidos iónicos, [Cho][Arg] e [Cho][Tos], nas concentrações de 0,05 e 0,5 M, em 
que para obter as concentrações desejadas foram adicionadas ao sistema as massas 
apresentadas em Anexo A, Tabela A.1.  
 
2.1.3 Preparação das soluções com a proteína ovalbumina e líquidos iónicos  
 
 Para o estudo de agregação da ovalbumina foram preparadas duas soluções a pH 2 e 
7. No caso do estudo a pH 2, foi utilizada como solução stock uma solução de 2% (m/m) de 
ovalbumina, preparada pela dissolução de ovalbumina em água Milli-Q previamente 
acertada a pH 2, com ácido clorídrico 37% (obtido pela AnalaR Normapur). O controlo de 
pH foi realizado com um medidor de pH Metrohm 827 pH lab. Posteriormente, foi realizada 
uma centrifugação durante 2 min a 10000 rpm, e o sobrenadante foi recolhido e armazenado 
a 5ºC. No caso da solução a pH 7, efectuou-se o mesmo procedimento, tendo sido usada uma 
solução stock de 2% (m/m) de ovalbumina, preparada pela adição de ovalbumina em. Estas 
soluções de proteína foram utilizadas para preparar as soluções com os líquidos iónicos 
[Cho][Arg] e [Cho][Tos], nas concentrações de de 0,05, 0,5 e 1 M, em que para obter estas 
concentrações foram adicionadas ao sistema as massas apresentadas em Anexo A, Tabela 
A.2. Tendo sido realizadas quatro réplicas independentes no estudo a pH 2 inicial e duas 
réplicas a pH 7 inicial.  
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2.1.4 Preparação das soluções com as proteínas totais da clara de ovo com 
líquidos iónicos 
 
A solução de clara de ovo foi preparada pela simples quebra do ovo e da perfuração 
da membrana com a separação da gema da clara. A clara de ovo foi agitada durante 10 min 
para uma homogeneização completa, e seguidamente foi diluída com água Milli-Q 
previamente ajustada a pH 2, com ácido clorídrico 37%, obtido pela AnalaR Normapur, 
sofrendo novo passo de agitação por 10 min, para obtenção da solução stock a 2% (m/m). 
Posteriormente, esta solução filtrada duas vezes com papel de filtro, com tamanho de poro 
2,5 μm, obtido pela Prat Dumas France, para a remoção de impurezas insolúveis. Foi obtida 
uma solução turva com pH aproximado de 8,6, que foi ajustado para pH 2 pela adição, gota 
a gota, de uma solução de ácido clorídrico em água Milli-Q. Esta solução foi usada para 
fazer o estudo com o líquido iónico [Cho][Arg], nas concentrações de 0,05, 0,5 e 1 M, em 
que para obter estas concentrações foram adicionadas ao sistema as massas apresentadas em 
Anexo A, Tabela A.3, tendo sido realizadas quatro réplicas independentes. 
 
2.1.5 Microscopia  
 
O estudo de microscopia foi realizado com um microscópio de luz polarizada 
Olympus BX51 (Olympus Co., Tokyo, Japan).  
 
2.1.6 Ensaio de Fluorescência com Tioflavina T (ThT) 
 
 Para o ensaio de fluorescência usando Tioflavina T (ThT), foi preparada uma solução 
stock de ThT de concentração 2,5 mM. Para a sua preparação, foram adicionadas 79,70 ± 
0,05 mg de ThT (2,5 mM), obtida pela Acros organics, a um tampão de fosfato de sódio 
(10mM) e cloreto de sódio (150mM) obtido pela LabKem, com pH 7,0; seguidamente, a 
solução foi filtrada com papel de filtro com poros de 2,5 μm, obtidos pela Prat Dumas France. 
Esta solução foi mantida a 5ºC e no escuro. Da solução stock de ThT foi preparada a solução 
para o ensaio com a concentração de 10µM de ThT por diluição de 0,40 mL da solução stock 
em 100 mL do tampão de fosfato de sódio (10 mM) e cloreto de sódio (150mM) a pH 7, 
33 
 
previamente usado, sendo que a solução preparada tem apenas a viabilidade de 48h, tendo 
sido mantida no escuro e a 5ºC.  
O ensaio foi realizado por adição de 0,2 mL das soluções de ovalbumina e proteínas 
totais da clara de ovo com as diferentes concentrações de líquidos iónicos e água a pH 2, em 
1,8 mL da solução de ThT 10 µM. Foram utilizadas células de quartzo (Hellma Analytics) e 
um espetrofluorímetro FP-8300 Jasco. O comprimento de onda de excitação foi de 440 nm, 
e foram obtidos gráficos de emissão entre os 450 e os 550 nm, com 0,5 nm de intervalo.  
 
2.2 Metodologia Computacional 
 
2.2.1 Algoritmo PASTA 2.0  
 
 Foi realizada uma previsão dos fragmentos da sequência da proteína ovalbumina que 
apresentam mais propensão para a agregação na forma de fibrilas amilóides com recurso ao 
algoritmo PASTA 2.0, prediction of amyloid structural aggregation  [138]. Foi utilizado 
este algoritmo para comparação dos resultados de 9 fragmentos da sequência da proteína 
ovalbumina, que contêm entre 8 a 19 resíduos, tendo estas sido escolhidas diretamente da 
sequência completa da ovalbumina do organismo gallus gallus (código Uniprot P01012), 
que apresentam alta e baixa percentagem de aminoácidos hidrofóbicos (entre 0,250 e 0,875 
%) para verificar a sua influência na energia prevista para a fibrilação. Os fragmentos da 
ovalbumina escolhidos foram: 98YSFSLASRLYAE109, 173MVLVNAIVFKG183, 
195QAMPFRVT202, 204ESKPVQMMYQIGLFRVASM224, 227KMKILELP234, 
240MSMLVLLP247, 275EERKIKVYLP284, 286MKMEEKYN293. As energias de fibrilação 
foram obtidas para o fragmento individual e para o conjunto de cinco sequências. 
 
2.2.2 Preparação de estruturas 
 
As estruturas proteicas utilizadas para simulações por MD foram obtidas com recurso 
ao software antechamber que contém a ferramenta “leap”, por inserção da sequência das 
proteínas desejadas, 16KLVFFA21 da proteína Aβ e dois fragmentos da sequência da proteína 
ovalbumina 98YSFSLASRLYAE109 e 173MVLVNAIVFKG183. Foram assim obtidas as 
estruturas em formato pdb, que foram seguidamente utilizadas para a obtenção dos ficheiros 
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correspondentes de topologia usando o campo de forças Amber99SB-ILDN [139], adequado 
para proteínas e ácidos nucleicos. No caso dos componentes dos líquidos iónicos utilizados, 
os parâmetros das ligações nonbonded para o tosilato foram retirados da referência [140], 
tendo os restantes parâmetros sido retirados do campo de forças GAFF [141]. Para o ião 
colínio foi usada a parametrização da referência [142]. No caso da parametrização do ião 
arginato, foram utilizados os parâmetros do campo de forças GAFF [141] com cargas 
atómicas parciais obtidas pela metodologia RESP [143]. 
2.2.3 Preparação de sistemas 
 
 Foram usados para o estudo da agregação, estruturas em forma de pentâmero 
constituídos pelas sequências dos três fragmentos escolhidos. Este pentâmero é uma 
estrutura composta por cinco fragmentos com a mesma sequência, dispostos manualmente 
numa conformação de folha-β antiparalela, devido a evidências de esta ser a conformação 
preferencial para as fibrilas formadas com o fragmento 16KLVFFA21 a pH neutro, não 
havendo nenhuma informação estrutural para os outros fragmentos em estudo [144], estando 
um exemplo de pentâmero apresentado na Figura 15. Com o mesmo pentâmero foram 
preparados três sistemas, o sistema controlo, apenas solvatado com água, e dois sistemas 
solvatados com água e líquido iónico, sendo estes [Cho][Arg] e [Cho][Tos]. A solvatação 
com água foi executada utilizando o modelo de água SPC/E em todos os sistemas e foram 
adicionadas as moléculas dos componentes dos líquidos iónicos, ou seja pares de moléculas 
de [Cho][Arg] e [Cho][Tos], nos sistemas respetivos, de forma a que os líquidos iónicos 
estejam em todos os sistemas numa concentração inicial de 0,5 M; a carga total dos sistemas 
foi neutralizada sempre que necessário, com a adição de iões cloreto, não havendo alteração 
do pH neutro do sistema, estando a constituição de todos os sistemas utilizados descrita na 
Tabela 2. Os terminais de todas as sequências em estudo não sofreram encapsulamento, 
devido às evidências do que o encapsulamento tem grande influência nas distribuições de 
cargas moleculares, o que por sua vez resulta em mudanças nas interações eletrostáticas no 
momento de agregação [145].  
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Figura 15 - Pentâmero constituído por cinco cadeias do fragmento 98YSFSLASRLYAE109 de 
ovalbumina na conformação de folha-β antiparalela.  
 
Tabela 2- Constituição dos sistemas computacionais utilizados, estando representado o número de 
aminoácidos por “Nº AA”, o número de moléculas de água, líquido iónico e iões e o respetivo número 
total de moléculas para cada sistema, juntamente com o número de átomos total. 
Sistema 
 Moléculas  
Nº AA Água 
Líquido 
iónico Iões Total 
Total de 
Átomos 
Controlo 
Pentâmero KLVFFA 30 2782 0 5 2787 8901 
Pentâmero 
YSFSLASRLYAE 
60 23575 0 0 23580 71700 
Pentâmero 
MVLVNAIVFKG 
55 16630 0 5 16640 50790 
Água + 
[Cho][Arg] 
0,5 M 
Pentâmero KLVFFA 30 2329 28 5 2367 8830 
Pentâmero 
YSFSLASRLYAE 
60 19916 220 0 20141 70843 
Pentâmero 
MVLVNAIVFKG 
55 13546 181 5 13755 49864 
Água + 
[Cho][Tos] 
0,5 M 
Complexo KLVFFA 30 2358 28 5 2396 8721 
Pentâmero 
YSFSLASRLYAE 
60 20216 220 0 20441 70203 
Pentâmero 
MVLVNAIVFKG 
55 13850 181 5 14041 49509 
 
 O número de moléculas de líquido iónico acrescentado para obter uma concentração 
inicial de 0,5 M foi calculado tendo em conta o volume inicial da caixa utilizada. Os sistemas 
36 
 
foram preparados em caixas de simulação utilizando condições periódicas de fronteira, tendo 
sido usado o software Gromacs versão 5.1.2 [146] para realizar as simulações. Foram 
executados primeiramente ciclos de minimização seguidos de ciclos de equilibração da 
temperatura e pressão do sistema, sendo por último realizada a etapa de produção. 
 A minimização foi primeiramente realizada com o algoritmo steepest descent, em 
que foi definido o número máximo de 500000 passos e um critério de convergência de força 
máxima inferior a 10,0 kJ mol-1 nm-1. Em seguida a equilibração da temperatura foi 
executada com recurso ao algoritmo v-rescale com um passo de integração de 0,002 ps, com 
um número máximo de 500000 passos para atingir a temperatura de 300 K, seguindo-se a 
equilibração da pressão que foi realizada com o baróstato Parrinelo-Rahman, com a 
temperatura a ser mantida constante com o termóstato Nose-Hoover; com a pressão de 
referência de 1 bar.  Por último, na etapa de produção foi usado um passo de integração de 
0,002 ps com o número de passos de 25000000, correspondente aos 50 ns de simulação, 
tendo este procedimento sido repetido para os três sistemas de cada sequência proteica, com 
exceção do sistema relativo ao pentâmero 73MVLVNAIVFKG183 no sistema com o líquido 
iónico [Cho][Tos] para o qual apenas foi realizada uma simulação de 46 ns .Em todo o 
procedimento foi usado o algoritmo LINCS que restringiu o tamanho das ligações covalentes 
envolvendo átomos de hidrogénio.  
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3. Resultados e Discussão  
 
3.1 Microscopia 
 
A verificação de formação de agregados na presença de líquidos iónicos foi 
primeiramente realizada laboratorialmente por avaliação macroscópica do aspeto das 
soluções, e seguidamente por microscopia, com obtenção de imagens microscópicas com luz 
polarizada em função do tempo. As imagens microscópicas foram obtidas a 0, 3 e 6 ou 7 
dias. Em algumas soluções foi observada degradação bacteriana, pelo que os tempos de 
aquisição de imagens também se devem a este fenómeno. 
 
3.1.1 Estudo da agregação do fragmento da proteína Aβ 16KLVFFA21 
 
 O estudo de agregação do fragmento da proteína amilóide foi realizado com o líquido 
iónico [Cho][Arg] nas concentrações de 0,05 e 0,5 M, e o líquido iónico [Cho][Tos] na 
concentração de 0,5 M, a pH 2 e a pH 7. Depois da preparação das soluções, foi verificado 
se existia alguma variação macroscópica no tempo t = 0 dias. No estudo realizado a pH 2, 
verificou-se que não ocorreram alterações visíveis na solução controlo, mas foram visíveis 
diferenças imediatas no aspeto para as soluções com [Cho][Arg] nas concentrações de 0,05 
e 0,5 M e para a solução com [Cho][Tos] 0,5 M, apresentadas na Figura 16. No caso das 
soluções com [Cho][Arg] a 0,05 M e [Cho][Tos] a 0,5 M foi observado que ambas as 
soluções ficaram turvas e opacas, com cor esbranquiçada, enquanto que no caso do 
[Cho][Arg] a 0,5 M foi verificado que se formou uma camada semelhante às soluções 
anteriormente referidas, mas apenas na superfície.  
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Figura 16 - Aspeto das soluções com o fragmento 16KLVFFA21 a pH 2, no tempo t = 0 e 7 dias, 
respetivamente, estando representadas as soluções controlo, soluções de [Cho][Arg] 0,05 e 0,5 M e 
de [Cho][Tos] 0,5 M. 
 
Estas mesmas soluções foram usadas para o estudo microscópico, em que as imagens 
microscópicas obtidas se encontram apresentadas na Figura 17. É corroborada assim a 
formação de agregados proteicos no tempo t = 0 dias, no entanto os agregados apresentavam 
morfologias diferentes. No caso da solução com [Cho][Arg] 0,05 M, são encontrados 
agregados proteicos com morfologia amorfa, mas separados entre si, enquanto que no caso 
do [Cho][Tos] são encontrados agregados proteicos totalmente compactos, ligados entre si. 
No caso da solução com [Cho][Arg] 0,5 M é verificado que existe já no tempo t = 0 dias a 
formação de agregados, mas que são ainda muito pouco definidos. O estudo microscópico 
foi repetido no dia 1 e verificou-se que a solução com [Cho][Arg] a 0,05 M contém 
agregados proteicos mais compactos, tendo esta compactação aumentado até ao terceiro dia 
de estudo. Na solução com [Cho][Arg] 0,5 M os agregados são mais nítidos a partir do 
primeiro dia de estudo, e são encontrados pequenos agregados amorfos no dia 3, aumentando 
a sua compactação até ao tempo t = 7 dias. No caso da solução com [Cho][Tos] 0,5 M, os 
agregados completamente compactos mantêm-se durante todo o tempo de estudo, desde t = 
0 dias até t = 7 dias. O aspeto macroscópico das amostras apenas se alterou no caso da 
solução com [Cho][Arg] 0,5 M, estando relacionado com o aumento do número de agregados 
e a sua posterior compactação, tendo sido encontrado ao sétimo dia o mesmo aspeto para as 
soluções com [Cho][Arg] 0,05 M e [Cho][Tos] 0,5 M.  
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Figura 17 - Evolução da formação de agregado proteicos do fragmento 16KLVFFA21 no tempo t = 
0, 1, 3 e 7 dias para o estudo a pH 2, estando representadas as imagens microscópicas das soluções 
controlo, constituídas pelo fragmento peptídico da proteína Aβ e água a pH 2, e soluções [Cho][Arg] 
0,05 M e 0,5 M e [Cho][Tos] 0,5 M, respetivamente, com recurso a uma ampliação de 10x; imagens 
com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
 
 Foi assim verificado que todas as soluções com líquidos iónicos estudadas 
permitiram a formação de agregados proteicos, apesar de não ser encontrada nenhuma 
estrutura fibrilar. Como já foi referido, existem vários fatores a ter em conta para o estudo 
da agregação visto que há um limite ténue entre a existência de agregados ou a total 
dissolução da proteína, e também entre a formação de agregados amorfos e a formação de 
agregados na forma de fibrilas amilóides. No caso das soluções preparadas a pH 7, foi visível 
no tempo t = 0 dias uma mudança muito ténue apenas na solução controlo (ver Figura 18). 
Pelas imagens microscópicas da Figura 19, foi verificado a existência da formação de 
pequenos agregados proteicos de morfologia amorfa apenas na solução controlo. A única 
alteração ocorreu para a solução de [Cho][Arg] 0,05 M em que, no terceiro dia de estudo, se 
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verificou o aparecimento de agregados de natureza também amorfa, tal como uma pequena 
mudança no seu aspeto macroscópico.  
 
 
Figura 18 - Aspeto das soluções com o fragmento 16KLVFFA21, inicialmente a pH 7, no tempo t = 0  
e 3 dias, respetivamente, estando representadas as soluções controlo, soluções de [Cho][Arg] 0,05 e 
0,5 M e solução de [Cho][Tos] 0,5 M. 
 
 
 
Figura 19 - Evolução da formação de agregado proteicos do fragmento 16KLVFFA21 no tempo t = 
0, 1 e 3 dias para o estudo a pH 7, estando representadas as imagens microscópicas das soluções 
controlo, [Cho][Arg] 0,05 M e 0,5 M e [Cho][Tos] 0,5 M, respetivamente, com recurso a uma 
ampliação de 10x; imagens com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
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Para a proteína Aβ é verificado que a formação de fibrilas é similar entre intervalos 
de pH 7-9, enquanto que a pH ácido a taxa de fibrilação é reduzida [147]. No entanto, 
nenhuma das soluções testadas neste estudo com o fragmento 16KLVFFA21 levou à obtenção 
de fibrilas. No caso do fragmento 12VHHQKLVFFAEDV24 da proteína Aβ, que inclui o 
fragmento utilizado neste trabalho, existem estudos realizados com o efeito do pH para a 
fibrilação, tendo sido verificado que a pH 2 o peptídeo encontra-se numa conformação sem 
estrutura secundária definida, com um pH crítico para a formação de agregados 
termoestáveis de 3 [148]. Assim, e tendo sido usado inicialmente um meio com pH 2 para o 
estudo da formação de agregados, esta pode ser uma razão para a formação de agregados 
sem estrutura secundária bem definida; no entanto, existe uma mudança no pH depois da 
inserção dos líquidos iónicos que precisa de ser tida em conta.  
Existem estudos envolvendo a sequência completa da Aβ onde foi reportado que o 
aumento da força iónica da solução de 50 para 500 mM favorece a formação de fibrilas 
[149], sendo que, apesar disso, existem também evidências que o aumento da força iónica 
pode ser desfavorável para a formação de fibrilas amilóides [150], [151]. Assim, é 
expectável que a força iónica favoreça ou desfavoreça o processo dependendo da 
combinação de iões utilizados para o efeito, mas também da sequência polipeptídica em 
estudo. No caso dos agregados obtidos para o fragmento da Aβ 16KLVFFA21, a diferença de 
0,05 M para 0,5 M no caso das soluções com [Cho][Arg] não levou a mudanças suficientes 
para a alteração da formação de agregados amorfos para fibrilas, sendo o mesmo registado 
para o caso da solução contendo [Cho][Tos] 0,5 M no caso das soluções a pH 2, embora no 
caso das soluções que incluem líquidos iónicos a pH 7 apenas a solução com [Cho][Arg] 
0,05 M tenha apresentado agregados. 
Apesar do fragmento em estudo apresentar apenas 6 aminoácidos, este é o fragmento 
mais pequeno encontrado para a proteína Aβ que apresenta tal como a sequência total, a 
capacidade de formação de fibrilas, com características similares. Por este motivo, o 
tamanho da cadeia não é um fator tido em consideração para a formação destes agregados, 
sendo esperado o mesmo tipo de comportamento com a utilização da sequência total da Aβ. 
Por outro lado, é importante referir, que na sequência utilizada, a maioria dos aminoácidos 
são hidrofóbicos, sendo que a sequência KLVFFA é constituída pelos resíduos lisina, que 
apresenta carga positiva, leucina, valina, fenilalanina e alanina, sendo não polares. Esta 
percentagem elevada de aminoácidos hidrofóbicos tem um papel preponderante para ser 
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considerada uma sequência que forme estruturas filamentares ou em folha-β, tendo em conta 
também a posição em que eles se encontram [152]. Apesar disto, não há formação de 
agregados macroscópicos ou detetáveis na ampliação de microscopia ótica usada no estudo, 
para o controlo a pH 2, havendo por isso um favorecimento da formação de agregados 
proteicos amorfos na presença dos líquidos iónicos do que na solução apenas com água a pH 
2, embora haja o mesmo comportamento da solução controlo a pH 7 e da solução com 
arginato de colínio 0,05 M a pH 7 na formação de agregados amorfos. É de salientar também 
que os estudos foram realizados à temperatura ambiente, o que pode influenciar o tempo 
necessário para a formação de agregados ou até de fibrilas devido à cinética da reação [153].  
No caso das soluções contendo o fragmento da Aβ preparadas inicialmente a pH 2, a 
mudança no pH por inserção dos líquidos iónicos é muito evidente para todas as 
concentrações testadas (Tabela 3). No entanto, é possível encontrar na gama final de valores 
de pH a formação de agregados amorfos. O pI deste fragmento é de 8,75, calculado pela 
ferramenta ExPASy [154], sendo que os valores encontrados de pH para as soluções 
preparadas inicialmente a pH 2 e também para a solução de [Cho][Arg] 0,05 M a pH 7 
encontram-se bastante similares a estes e, por isso, a formação de agregados tende a ser 
favorecida pois o fragmento terá o seu mínimo de solubilidade [5].  
 
Tabela 3- pH das soluções após 7 dias da sua preparação para o estudo efetuado a pH 2 e após 3 dias 
para o estudo efetuado a pH 7 do fragmento 16KLVFFA21 da proteína Aβ com os líquidos iónicos 
[Cho][Arg] e [Cho][Tos]. 
 IL Concentração IL / M pH Final 
pH 2 
[Cho][Arg] 
0,05 8,75 
0,50 8,62 
[Cho][Tos] 0,50 8,43 
pH 7 
[Cho][Arg] 
0,05 8,93 
0,50 9,40 
[Cho][Tos] 0,50 9,38 
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3.1.2 Estudo da agregação da ovalbumina 
 
 O estudo de agregação da ovalbumina foi realizado a pH inicial 2 e 7. Os resultados 
são apresentados individualmente para os dois líquidos iónicos, [Cho][Arg] e [Cho][Tos], 
utilizando três concentrações, 0,05, 0,5 e 1 M, juntamente com a solução controlo.  
 
3.1.2.1.1 Soluções com arginato de colínio ([Cho][Arg]) 
 
O estudo da agregação da ovalbumina foi realizado com o [Cho][Arg] nas 
concentrações de 0,05, 0,5 e 1 M e água pH 2/ PBS. Primeiramente para o pH 2, foram 
verificadas alterações macroscópicas das soluções no tempo t = 0 dias (Figura 20). Para a 
solução de 0,05 M de líquido iónico verificou-se uma solução com aspeto turvo, enquanto 
que para as soluções de 0,5 e 1 M de líquido iónico, tal como o controlo, não se verificou 
nenhuma alteração. Ao tempo t = 0 dias, as imagens microscópicas das soluções com as 
concentrações de líquidos iónicos a 0,5 e 1 M, juntamente com a solução controlo, não 
apresentaram nenhuma modificação (Figura 21). Apesar disso, na solução de 0,05 M de 
líquido iónico foi possível verificar a existência de pequenas fibrilas, que se formavam em 
diferentes tempos para as réplicas efetuadas, nomeadamente um dia depois do início do 
estudo e três dias após o seu início, apresentando um aumento de comprimento no decorrer 
do restante tempo de estudo.  
  
 
Figura 20 - Aspeto das soluções com ovalbumina, inicialmente a pH 2, no tempo t= 0 e 6 dias 
respetivamente, estando representadas as soluções controlo, e soluções de [Cho][Arg] 0,05, 0,5 M e 
1 M, respetivamente.  
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Figura 21 - Evolução da formação de agregado proteicos de ovalbumina no tempo t = 0, 1, 3 e 6 dias 
para o estudo a pH 2 estando representadas as imagens microscópicas das soluções controlo e 
soluções [Cho][Arg] 0,05 M, 0,5 M e 1 M, respetivamente, com recurso a uma ampliação de 10x; 
imagens com escala incorporada equivalente a 100 μm. 
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 Apenas houve formação de agregados, na forma de fibrilas, para a solução com 
ovalbumina e [Cho][Arg] a 0,05 M. No entanto, devido às diferenças no tempo decorrido 
para o processo de fibrilação acontecer, é possível concluir que parâmetros não controlados, 
como a temperatura ou a força iónica da solução inicial, são determinantes para o desenrolar 
do processo, e de importância essencial para compreender inteiramente o mecanismo de 
fibrilação. No caso das soluções preparadas a pH 7, não houve nenhuma alteração no aspeto 
macroscópico no tempo t = 0 dias, para todas as soluções em estudo, tal como apresentado 
na Figura 22. O mesmo foi verificado pelas imagens microscópicas que não apresentam 
nenhuma estrutura do tipo agregado (Figura 23). Nenhuma alteração nas soluções foi 
encontrada no tempo de estudo de apenas 3 dias, devido ao aparecimento de degradação 
bacteriana nas soluções a partir deste período.  
 
 
Figura 22 - Aspeto das soluções com ovalbumina, inicialmente a pH 7, no tempo t = 0 e 3 dias, 
estando representadas as soluções controlo e soluções [Cho][Arg] 0,05, 0,5 M e 1 M, respetivamente. 
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Figura 23 - Evolução da formação de agregados proteicos de ovalbumina no tempo t = 0, 1 e 3 dias 
para o estudo a pH 7, estando representadas as imagens microscópicas das soluções controlo e 
[Cho][Arg] 0,05 M, 0,5 M e 1 M, respetivamente, com recurso a uma ampliação de 10x; imagens 
com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
 Avaliando o pH final de todas as amostras em estudo (Tabela 4), é possível verificar 
que as mesmas concentrações de líquido iónico em soluções preparadas inicialmente a pH 
diferente, apresentam o mesmo pH no final do tempo de estudo. A solução em que foi 
encontrada fibrilação apresentava o pH mais baixo. No entanto, a sua diferença de pH para 
os restantes (de aproximadamente 0,4), não parece ser o fator determinante para a ocorrência 
de fibrilação ou a total ausência de agregados.  
Tabela 4 - pH das soluções após 6 dias da sua preparação para o estudo a pH 2, e após 3 dias para 
o estudo realizado a pH 7, para a ovalbumina com o líquido iónico [Cho][Arg]. 
 IL Concentração / M pH Final 
pH 2 
[Cho][Arg] 
0,05 8,86 
0,50 9,68 
1,00 9,90 
pH 7 
0,05 9,28 
0,50 9,72 
1,00 9,77 
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3.1.2.2 Soluções com tosilato de colínio ([Cho][Tos]) 
 
O estudo da agregação da ovalbumina foi realizado para o líquido iónico [Cho][Tos] 
nas concentrações de 0,05, 0,5 e 1 M e água pH 2/ PBS. Primeiramente para o pH 2, no 
tempo t = 0 dias foram analisadas as alterações macroscópicas no aspeto das soluções, 
representadas na Figura 24. Imediatamente após a adição de líquido iónico à solução de 
ovalbumina e água ocorreram alterações na turbidez das soluções correspondentes à solução 
com ovalbumina + [Cho][Tos] 0,05 M, e nenhuma alteração visível na solução controlo e 
nas soluções com concentração de 0,5 e 1 M de líquido iónico. As mesmas soluções foram 
usadas para obtenção de imagens microscópicas (Figura 25), em que se verificou a existência 
de agregados proteicos na solução com concentração de 0,05 M de líquido iónico, não 
havendo nenhum agregado formado na imagem do controlo nem nas soluções de [Cho][Tos] 
0,5 e 1 M, de acordo com as alterações que as soluções apresentavam. O aspeto das soluções 
foi novamente verificado passados 3 dias, não havendo nenhuma alteração 
comparativamente ao aspeto inicial das amostras; as imagens microscópicas para o mesmo 
intervalo de tempo revelaram novamente agregados na solução de 0,05 M de líquido iónico, 
não se verificando nenhuma formação de agregados para as soluções 0,5 e 1 M de [Cho][Tos] 
e para a solução controlo mais uma vez. O mesmo estudo realizado ao fim de seis dias não 
revela também nenhuma mudança nas soluções. 
 
Figura 24 - Aspeto das soluções de ovalbumina, inicialmente a pH 2, no tempo t = 0 e 6 dias, 
respetivamente, estando representadas as soluções controlo e soluções [Cho][Tos] 0,05, 0,5 M e 1 
M, respetivamente. 
 
xcxc 
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Figura 25 - Evolução da formação de agregado proteicos de ovalbumina no tempo t = 0, 1, 3 e 6 dias, 
para o estudo a pH 2, estando representadas as imagens microscópicas das soluções controlo e 
[Cho][Tos] 0,05 M ,0,5 M e 1 M, respetivamente, com recurso a uma ampliação de 10x; imagens 
com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
 
 Foi assim verificada a existência da formação de agregados na solução com a 
concentração de 0,05 M de líquido iónico e nenhum tipo de agregados nas restantes 
concentrações testadas. No caso das amostras com a solução de proteína preparada a pH 7 
foi verificado inicialmente pelo aspeto macroscópico que não houve nenhuma alteração nos 
aspetos de todas as amostras em estudo (visualizar Figura 26), tendo o mesmo sido também 
confirmado pelas imagens microscópicas representadas na Figura 27. No decorrer do tempo 
de estudo, apenas houve alteração no aspeto macroscópico da solução de 0,05 M de 
[Cho][Tos] no terceiro dia, em que foi também verificado pelas imagens microscópicas a 
presença de agregados proteicos do tipo amorfo.  
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Figura 26 - Aspeto das soluções com ovalbumina, inicialmente a pH 7, no tempo t = 0 e 3 dias, 
estando representadas as soluções controlo e soluções [Cho][Tos] 0,05, 0,5 M e 1 M, respetivamente.  
 
 
Figura 27 - Evolução da formação de agregado proteicos de ovalbumina no tempo t = 0,1 e 3 dias, 
para o estudo a pH 7, estando representadas as imagens microscópicas das soluções controlo e 
[Cho][Tos] 0,05 M, 0,5 M e 1 M, respetivamente, com recurso a uma ampliação de 10x; imagens 
com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
 Foi possível verificar que apenas houve a formação de agregados para a solução de 
0,05 M de [Cho][Tos], enquanto que as restantes não apresentaram nenhuma forma de 
agregado. Para além disso, foi também verificado pela análise do pH no final dos estudos, 
(Tabela 5) que os agregados se formaram nas soluções que apresentam valores de pH na 
gama ácida. Este pode ser um fator que não levou a mudanças na conformação de proteína 
desejadas.  
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Tabela 5 - pH das soluções após 6 dias da sua preparação para o estudo a pH 2 e após 3 dias para o 
estudo realizado a pH 7 para a proteína ovalbumina com o líquido iónico [Cho][Tos]. 
 IL Concentração IL / M pH Final 
pH 2 
[Cho][Tos] 
 0,05 2,50 
0,50 8,20 
 1,00 9,00 
pH 7 
0,05 5,14 
0,50 9,14 
1,00 9,51 
 
No protocolo utilizado e no estudo a pH 2, o ácido foi usado para a desnaturação da 
proteína, permitindo a exposição dos resíduos hidrofóbicos. Este facto pode favorecer o 
processo de agregação, tal como se verifica pela presença de agregados num tempo de estudo 
mais curto com este passo de desnaturação, do que com as soluções preparadas a pH 7 
inicialmente no estudo com o [Cho][Tos]. A ovalbumina apresenta um pI de 4,1, e em meios 
com pH próximo deste valor e na presença de grande força iónica, as forças eletrostáticas 
vão ser fracas, permitindo que as interações hidrofóbicas intermoleculares induzam a 
formação de agregados amorfos [155]. Apesar disto, a adição de líquidos iónicos às soluções 
leva a um aumento de pH, o que parece ter um papel preponderante na conformação adotada 
pelos agregados, levando portanto à existência de morfologias diferentes para os agregados 
formados. Assim, é necessário controlar o pH e também outros parâmetros, como a 
temperatura e força iónica, para se concluir acerca do efeito dos líquidos iónicos no 
mecanismo de agregação.  
A formação de agregados da ovalbumina é principalmente obtida por desnaturação 
térmica, entre 75 e 80 ºC. Foi verificado que este fator apenas influencia a taxa de agregação 
de proteínas globulares, como é o caso, e não a estrutura que eles apresentam, sendo esta 
variável dependente de fatores como o pH e a força iónica do meio [156]. A pH neutro e a 
altas temperaturas, a estrutura dos agregados fibrilares, que apresentam propriedades semi-
flexíveis, são constituídos por monómeros, e têm um maior comprimento do que os obtidos 
em condições de baixa força iónica. Apesar disso, a ramificação das fibrilas aumenta com o 
aumento da força iónica do meio, mas a estrutura global das fibrilas mantém-se até 
concentrações de 100 mM NaCl [157]. Avaliando todos os resultados obtidos com a 
ovalbumina, foi verificado com o líquido iónico [Cho][Arg] que só existe a formação de 
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agregados na forma de fibrilas na concentração de 0,05 M, apesar da variação no seu tempo 
de formação, enquanto que com a utilização de [Cho][Tos] foi verificada a formação de 
agregados na concentração de 0,05 M apenas. Assim, é verificado que os líquidos iónicos 
induzem uma modificação no comportamento da proteína, verificando-se a formação de 
diferentes agregados (morfologicamente), sendo que a pH 2 há um favorecimento da 
formação de fibrilas pela ovalbumina com o líquido iónico [Cho][Arg] a 0,05 M ,enquanto 
que com o [Cho][Tos] a formação de agregados morfologicamente amorfos é encontrada 
para a mesma concentração, com a diferença que a pH 7 são também encontrados agregados, 
mas com maior tempo de estudo, havendo assim um favorecimento da agregação a pH 2 .  
 
3.1.3 Estudo da agregação das proteínas totais da clara de ovo com líquidos iónicos 
 
 
No caso da clara do ovo, já existe reportado na literatura a ocorrência de agregados 
proteicos, na forma de fibrilas amilóides, na presença do líquido iónico [Cho][Tos] com 
desnaturação a pH 2, com as concentrações 0,1 e 1 M [82]. Por esta razão, este estudo 
decorreu apenas com a solução inicial de proteína a pH 2 com o líquido iónico [Cho][Arg]. 
Devido ao estudo já realizado com a ovalbumina, foram estudadas as mesmas concentrações 
de líquido iónico (0,05, 0,5 e 1 M), com o objetivo de comparar o comportamento da 
ovalbumina com as proteínas totais da clara do ovo.  
 Foi verificado ao tempo t = 0 dias que não existe nenhuma alteração significativa em 
nenhuma das soluções preparadas, mantendo-se límpidas (Figura 28). Pelas imagens 
microscópicas verificou-se que não existe nenhum sistema com agregados formados, tal 
como apresentado na Figura 29, e em todo o decorrer do estudo não houve nenhuma 
alteração nas amostras. Não foi detetado nenhum tipo de agregação em todas as soluções a 
diferentes concentrações de líquidos iónico, sendo que tal como nas imagens microscópicas, 
o aspeto das soluções manteve-se igual no decorrer da experiência.  
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Figura 28 - Aspeto das soluções com as proteínas totais da clara do ovo, inicialmente a pH 2 no 
tempo t = 0 e 3 dias, respetivamente, estando representadas as soluções controlo e [Cho][Arg] 0,05, 
0,5 e 1 M, respetivamente. 
 
Figura 29 - Evolução da formação de agregados das proteínas totais da clara do ovo no tempo t = 0, 
1 e 3 dias a pH 2 inicial, para as soluções controlo e soluções [Cho][Arg] 0,05, 0,5 e 1 M, usando 
uma ampliação de 10x, imagens com escala incorporada equivalente a 100 μm.  
 
 A avaliação do pH final das soluções foi também realizada (ver Tabela 6), sendo que 
as soluções com diferentes concentrações têm valores muito semelhantes, apresentando-se 
próximos do pH obtido para as soluções com ovalbumina, apesar de não haver nenhum tipo 
de agregação macroscópica e microscopicamente visível na ampliação utilizada para as 
proteínas totais da clara do ovo. Assim, e apesar do esperado, não foi observado nenhum 
tipo de agregado em nenhuma das concentrações estudadas. Os resultados obtidos para a 
solução com [Cho][Arg] 0,5 M e 1 M foram semelhantes aos obtidos para a ovalbumina, 
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mas no caso da solução de 0,05 M não foi visível a formação de fibrilas nem de agregados 
amorfos. 
 
Tabela 6 - pH das soluções após 3 dias da sua preparação para o estudo a pH 2 para as proteínas 
totais da clara do ovo com o líquido iónico [Cho][Arg]. 
 IL Concentração IL / M pH Final 
pH 2 [Cho][Arg] 
0,05 8,75 
0,50 9,77 
 1,00 10,44 
 
3.2 Ensaio de fluorescência com Tioflavina T (ThT) 
 
Existem várias técnicas para identificar e quantificar a presença de fibrilas amilóides, 
tais como o uso de fluorescência com Tioflavina T (ThT) ou vermelho Congo, e técnicas de 
microscopia como microscopia eletrónica de transmissão e microscopia de força atómica 
[158]. Neste estudo foi utilizada a ThT para monitorizar a formação de fibrilas amilóides in 
vitro, na presença de líquidos iónicos. Esta molécula apresenta a propriedade de formar 
complexos fluorescentes com fibrilas do tipo amilóide, devido à sua conformação em folha-
β. A fluorescência desta sonda aumenta pela ligação específica a fibrilas do tipo amilóide, 
sendo visível no seu espetro de emissão a intensificação de um pico aos 482 nm, sendo que 
a concentração de ThT ligada às fibrilas é também proporcional ao comprimento total da 
fibrila. A estrutura da Tioflavina T apresenta um grupo dimetilamina ligado a um grupo 
fenil, que por sua vez se encontra ligado a um grupo benzotiazol, ligado a um terminal 
hidrofóbico, tal como representado na Figura 30 [158].  
 
 
Figura 30 - Estrutura da Tioflavina T, sonda fluorescente, que exibe um pico aos 482 nm quando se 
liga a estruturas com conformação em folha-β. 
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 Com os dados obtidos pelo estudo de microscopia, é necessário verificar se as 
estruturas filamentares encontradas nas soluções de [Cho][Arg] 0,05 M com pH 2, 
apresentam uma conformação em folha-β, para que possam ser classificadas como fibrilas 
amilóides, e se os agregados que têm aspeto amorfo apresentam localmente conformação em 
folha-β. Assim, com esse objetivo foi estudada a fluorescência por ThT na solução de 
ovalbumina a pH 2 de [Cho][Arg] 0,05 M, tendo a mesma concentração sido utilizada para 
a solução de [Cho][Tos]. Neste contexto, era esperado que não houvesse aumento de 
intensidade de fluorescência para a solução com o líquido iónico [Cho][Tos], devido à 
ausência de fibrilas nas imagens microscópicas. Apesar disto, é verificado nos espetros de 
fluorescência, apresentados da Figura 31, que a solução com o líquido iónico anteriormente 
referido, apresenta um comportamento diferente do expectável, havendo um aumento da 
fluorescência em função do tempo. Este facto pode advir de estes agregados visualmente 
classificados com morfologia amorfa terem características fibrilares locais, ou seja, estrutura 
secundária em folha-β localmente, que podem ser detetadas pela Tioflavina T e isso ter como 
consequência o  aumento da fluorescência [159], [160]. No caso do espetro de fluorescência 
da solução com [Cho][Arg], é verificado que este apresenta o mesmo comportamento que o 
controlo e, por isso, podemos concluir que as fibrilas encontradas nas imagens microscópicas 
não são do tipo amilóide, já tendo este tipo de fibrila sido encontrado para a ovalbumina, 
submetida a desnaturação a pH 2 e com posterior incubação a 90ºC [68].  
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Figura 31 - Intensidade da emissão de fluorescência da ThT a 482 nm em função do tempo para a 
ovalbumina no sistema: A-controlo, B-[Cho][Arg] 0,05 M e C-[Cho][Tos] 0,05 M.  
É possível concluir que os líquidos iónicos interagem de forma diferente com as 
sequências em estudo, devido às diferentes morfologias dos agregados formados e também 
pelas diferentes estruturas secundárias encontradas pelo estudo de fluorescência pela 
Tioflavina T. Estes dados permitem concluir que a presença de líquidos iónicos no meio 
altera o mecanismo de formação de agregados. Por este motivo, é importante perceber quais 
os tipos de interação dos líquidos iónicos com os aminoácidos (estrutura primária das 
proteínas). Com este objetivo, foram utilizadas simulações de MD para estudar estas 
interações com vários modelos proteicos. No caso do fragmento da proteína Aβ, a sequência 
estudada é semelhante à usada no estudo laboratorial, embora no caso da ovalbumina não 
seja possível simular a proteína completa devido ao tamanho excessivo do sistema e ao custo 
computacional associado. Por tal razão, selecionaram-se fragmentos desta proteína para 
comparar com os resultados obtidos laboratorialmente.  
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3.3 Seleção dos fragmentos da ovalbumina para o estudo de MD 
 
Para o estudo computacional é necessário recorrer a peptídeos modelo, fragmentos 
de proteínas que apresentam as mesmas características da sequência total, para que seja 
possível simular o sistema computacionalmente. Assim, e para o estudo com a proteína 
ovalbumina, não é viável realizar simulações com a sequência completa, e por isso foram 
selecionados fragmentos que possam ser usados como modelos. Para esta seleção, e com o 
objetivo de estudar o fenómeno de agregação, foi usado o algoritmo PASTA 2.0, prediction 
of amyloid structural aggregation [138]. Este algoritmo verifica quais são as regiões da 
sequência proteica que podem eventualmente formar uma folha-β com as cadeias vizinhas, 
com recurso a uma base de dados de proteínas globulares com estruturas nativas conhecidas 
e que depende do pressuposto que a proteína se encontra na sua forma solúvel e nativamente 
destruturada. Tem como entrada uma sequência de aminoácidos e como saída a energia de 
propensão para formação de fibrilas amilóides (medida meramente qualitativa). 
 Avaliando os resultados obtidos, apresentados na Tabela 7, foram selecionados para 
o estudo fragmentos que apresentam mudanças de energia favoráveis na passagem da 
presença de um fragmento para cinco fragmentos. Assim, tendo em conta este critério, foi 
escolhido primeiramente o fragmento da ovalbumina 173MVLVNAIVFKG183, que apresenta 
inclusivamente uma energia de fibrilação mais favorável que o fragmento da Aβ também em 
estudo. Foi também escolhido o fragmento 98YSFSLASRLYAE109 pelo facto de apresentar 
uma energia prevista de fibrilação mais favorável na presença de cinco fragmentos, do que 
o fragmento 195QAVHAAHAEI202, o único restante que não foi excluído pelo critério 
anterior. No caso do fragmento 173MVLVNAIVFKG183, este fragmento já se encontra 
identificado na literatura, por vários algoritmos como o Tango que permite identificar a alta 
propensão para agregação na conformação de folha-β, como um fragmento modelo para o 
estudo da fibrilação [65]. Estes fragmentos proteicos foram os escolhidos para formar um 
pentâmero, cinco cadeias da mesma sequência, em conformação de folha-β, como uma 
fibrila amilóide de comprimento reduzido, que permite o estudo da estabilidade em 
diferentes sistemas, como na presença de líquidos iónicos.  
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Tabela 7 - Dados de fragmentos da sequência total da proteína ovalbumina, com número de 
aminoácidos (AA) hidrofóbicos, a sua percentagem na sequência e a melhor energia para a fibrilação, 
estando também apresentados os dados para o fragmento do peptídeo beta amilóide, para efeitos de 
comparação (dados obtidos pelo algoritmo Pasta 2.0 no dia 5 de Junho de 2017). 
Sequência 
Nº de 
AA 
Nº de AA 
hidrofóbicos 
% AA 
hidrofóbicos 
Melhor energia 
para fibrilação / 
1PEU 
16KLVFFA21-Aβ 6 5 
83,3 
-4,539 
Pentâmero KLVFFA 30 25 -15,338 
98YSFSLASRLYAE109 12 7 
58,3 
-1,377 
Pentâmero 
YSFSLASRLYAE 
60 35 -2,770 
173MVLVNAIVFKG183 11 8 
72,7 
-9,287 
Pentâmero 
MVLVNAIVFKG 
55 40 -35,739 
195QAMPFRVT202 8 5 
62,5 
-1,725 
Pentâmero 
QAMPFRVT 
40 25 -1,725 
204ESKPVQMMYQIGLFRVASM224 19 11 
57,9 
-3,199 
Pentâmero 
ESKPVQMMYQIGLFRVASM 
95 55 -3,199 
227KMKILELP234 8 5 
62,5 
-2,213 
Pentâmero 
KMKILELP 
40 25 -2,213 
240MSMLVLLP247 8 7 
87,5 
-4,453 
Pentâmero 
MSMLVLLP 
40 35 -4,453 
275EERKIKVYLP284 10 4 
40,0 
-3,828 
Pentâmero 
EERKIKVYLP 
50 30 -3,828 
286MKMEEKYN293 8 2 
25,0 
-0,371 
Pentâmero 
MKMEEKYN 
40 10 -0,371 
326QAVHAAHAEI335 10 6 
60,0 
-0,920 
Pentâmero 
QAVHAAHAEI 
50 30 -2,042 
1-PEU- Pasta energy units, equivalente a 1,192 Kcal/mol 
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3.4 Avaliação das ligações de hidrogénio inter-cadeias proteicas 
 
Para todos os sistemas em estudo, foi feita uma análise da trajetória obtida durante 
50 ns de dinâmica molecular que permitiu avaliar a estabilidade dos agregados formados, o 
tipo de conformação adotada e o efeito do líquido iónico nos sistemas. Porém, o tempo de 
50 ns é limitado, não sendo de todo possível ver o processo de agregação completo de 
proteínas, que pode durar de segundos a horas, mas que permite verificar quais são os 
primeiros eventos moleculares que decorrem nos pentâmeros previamente formados, as 
interações proteína-proteína, entre vários outros parâmetros.  
Com o objetivo de verificar a estabilidade do pentâmero ao longo do tempo da 
simulação, foi primeiramente estudado o número de ligações de hidrogénio entre backbones 
das 5 cadeias peptídicas dos três fragmentos selecionados, nos sistemas controlo e com os 
líquidos iónicos [Cho][Arg] e [Cho][Tos]. Para isso, foram identificados os átomos dadores 
e aceitadores do backbone das cinco cadeias que têm a possibilidade de formar ligações de 
hidrogénio, tal como apresentado na Figura 32. Os critérios para a existência de ligações de 
hidrogénio entre dois átomos são estarem a uma distância r ≤ 0,35 nm e formarem um ângulo 
α ≤ 30º, representado na Figura 33. Foi possível obter também o número de pares de átomos 
que apenas cumpriam o critério da distância, não apresentando o ângulo adequado à 
formação de ligações de hidrogénio, estando representados nos resultados por pares a 
distâncias inferiores a 0,35 nm. 
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Figura 32 - Exemplo de ligações de hidrogénio entre backbone de duas cadeias do fragmento da 
proteína Aβ, 16KLVFFA21, com a distância apresentada em Å. 
 
 
Figura 33 - Critérios para a existência de uma ligação de hidrogénio, estando representado o átomo 
H, um dador, letra D, aceitador, letra A, r a distância entre o dador e o aceitador, e o angulo α, 
formado entre os três elementos.  
 
 É possível verificar, para todos os sistemas em estudo, que as cadeias terminais 
(representadas por C1 e C5), apresentam um comportamento diferente comparando com as 
cadeias inseridas na parte central do pentâmero, sendo o número de ligações de hidrogénio 
efetivas muito próximo do número de pares de átomos que apenas cumprem o requisito da 
distância; também pelo facto de não terem ligações de hidrogénio nos dois lados da cadeia, 
como nas restantes, C2, C3 e C4. Analisando as ligações de hidrogénio entre os três sistemas 
controlo (sistema com água, [Cho][Arg] e [Cho][Tos]) para o fragmento da Aβ, podemos 
verificar que o número de ligações de hidrogénio efetivas é bastante semelhante para os três 
sistemas, não havendo uma diferença evidente na comparação sistema controlo e sistema 
com líquidos iónicos. Este resultado é contrário ao que seria de esperar, sendo esperado que 
os líquidos iónicos tivessem efeito estabilizador ou destabilizador na conformação das 
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cadeias peptídicas, em comparação com o sistema controlo, podendo o número de ligações 
de hidrogénio efetivas ser utilizado para avaliar esta estabilidade (ver Figuras 34 e 35).  
 
 
Figura 34 - Número de ligações de hidrogénio intermoleculares e número de pares de átomos 
(aceitador e dador) a distância inferior a 0,35 nm, mas que não se encontram a ângulo adequado para 
formar ligações de hidrogénio para o sistema controlo do pentâmero constituído pela sequência 
16KLVFFA21.  
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Figura 35 - Número de ligações de hidrogénio e número de pares de átomos (aceitador e dador) a 
distância inferior a 0,35 nm, mas que não se encontram a ângulo adequado para formar ligações de 
hidrogénio para os sistemas com o líquido iónico [Cho][Arg] e [Cho][Tos] do pentâmero constituído 
pela sequência 16KLVFFA21. 
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Fazendo a mesma análise para os resultados obtidos para os fragmentos selecionados 
como modelos da proteína ovalbumina, é verificado o mesmo comportamento díspar entre 
as cadeias terminais e as centrais. No caso do fragmento 98YSFSLASRLYAE109 é possível 
verificar que o número de ligações de hidrogénio encontrado para os três sistemas é muito 
diminuído, comparando com os 12 aminoácidos que cada cadeia apresenta, sendo que o 
máximo de ligações de hidrogénio encontrado é de 5, no caso do controlo, e 3, no caso dos 
dois sistemas com líquidos iónicos, avaliando as cinco cadeias individualmente. No caso do 
fragmento 173MVLVNAIVFKG183 o máximo de número de ligações de hidrogénio é 5 para 
o controlo e de 4 para os sistemas com líquidos iónicos, apresentando 11 aminoácidos por 
cadeia (ver anexo B, Figuras B. 1-4). 
No caso dos dois fragmentos da ovalbumina, estes possuem aminoácidos que 
apresentam capacidade de formar ligações de hidrogénio também na cadeia lateral, sendo 
que no fragmento 98YSFSLASRLYAE109 existem 5 aminoácidos com esta característica e 2 
no fragmento 173MVLVNAIVFKG183. Esta característica pode conduzir ao número reduzido 
de ligações de hidrogénio intermoleculares entre backbones, estando assim o pentâmero 
estabilizado por ligações de hidrogénio entre cadeias laterais. Para além disto, a capacidade 
das sequências se enrolarem sobre si próprias deve ser tida em conta, pois a sua interação 
intramolecular leva a um aumento da estabilização local e por isso há uma inibição das 
interações intermoleculares, como as ligações de hidrogénio. Comparando com os resultados 
laboratoriais, podemos pôr a hipótese, dos agregados encontrados laboratorialmente com as 
soluções a pH 7, apresentarem uma conformação estabilizada por ligações de hidrogénio, 
com a mesma estabilidade na solução controlo e solução com liquido iónico [Cho][Arg] no 
caso do fragmento 16-21 do péptideo beta amilóide.  
Neste estudo foi apenas verificado o número de ligações por pontes de hidrogénio 
em função do tempo da simulação, não tendo sido estudado a relação com o tempo de vida 
destas. Para além disso foram apenas calculadas ligações de hidrogénio entre backbones, 
devido à existência de vários estudos que comprovam que a estabilidade de protofilamentos 
é devida principalmente a interações deste género, junto com as interações hidrofóbicas, em 
segundo plano, que envolvem as cadeias laterais [12], [39]. Existem no entanto estudos com 
conclusões divergentes onde se verificou que a formação da folha-β característica dos 
agregados amilóides é formada devido às ligações de hidrogénio entre backbones, tal como 
referido anteriormente, embora a estabilidade da estrutura seja influenciada principalmente 
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por interações entre cadeias laterais [161]. Assim, o facto de termos estudado apenas as 
ligações de hidrogénio entre o backbone das cadeias pode ocultar as ligações também 
realizadas entre as cadeias laterais [162], apesar de ter sido realizada uma avaliação de todas 
as interações com a aproximação MM-PBSA, apresentada no capítulo 3.7. 
É possível verificar também que para todos os fragmentos em estudo, o número de 
ligações de hidrogénio não apresenta para a maior parte das cadeias uma variação, quando 
comparando os sistemas com os dois líquidos iónicos ([Cho][Arg] e [Cho][Tos]). Assim, 
estudou-se o efeito dos líquidos iónicos nos vários aminoácidos constituintes dos pentâmeros 
com o objetivo de verificar a existência de interações específicas entre determinados 
aminoácidos e os componentes de líquido iónico, que podem ser essenciais para a 
estabilização/destabilização da estrutura inicial usada.  
 
3.5 Cálculo da distância mínima entre componentes do líquido iónico e aminoácidos 
 
 Com as simulações realizadas com sistemas conjugando os pentâmeros proteicos 
solvatados com soluções aquosas de líquidos iónicos a 0,5 M ([Cho][Arg] e [Cho][Tos]) 
foram determinadas as distâncias mínimas entre cada aminoácido (de cada uma das cinco 
cadeias constituintes do pentâmero) e cada um dos componentes do líquido iónico (anião e 
catião) para perceber o seu efeito na estabilidade da cadeia. Foram construídas funções de 
densidade de probabilidade com as distâncias mínimas obtidas, sendo que estas descrevem 
a probabilidade relativa de um componente do líquido iónico se situar a uma dada distância 
do aminoácido.   
 No caso do fragmento da proteína Aβ em estudo, no sistema com o líquido iónico 
[Cho][Arg] 0,5 M, é verificado que o anião e o catião constituintes apresentam diferenças 
no seu posicionamento relativo aos aminoácidos, isto porque as topologias das curvas dos 
gráficos apresentam diferenças no seu comportamento, tal como apresentado na Figura 36. 
No caso do catião [Cho]+ e do anião [Arg]- é verificado que existem duas distâncias 
preferenciais, evidenciadas por picos nos gráficos, sendo estas aproximadamente de 0,2 nm 
e 0,5 nm, apresentando apesar disso a distância de 0,2 nm uma maior probabilidade de 
ocorrência em relação aos 0,5 nm, embora no caso do anião esta diferença seja mais evidente; 
para além desta diferença é verificado também que cada um dos constituintes do líquido 
iónico tem diferentes distâncias mínimas em relação ao mesmo aminoácido da mesma 
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cadeia. 
 
Figura 36 - Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência 16KLVFFA21 da proteína Aβ e os componentes do líquido 
iónico, iões [Cho]+ e [Arg]-.  
 
Avaliando os gráficos referentes ao fragmento da Aβ e o catião [Cho]+, é verificado 
que para todas as cadeias, o catião encontra-se sempre à menor distância dos aminoácidos 
fenilalanina (F), nomeadamente para três cadeias, uma cadeia terminal, definida como 
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primeira cadeia, e para a segunda e quarta correspondentes. A distância menor é relativa à 
fenilalanina na posição 5 da sequência enquanto que nas restantes, terceira e a quinta cadeia 
(terminal), a distância menor é relativa à fenilalanina na posição quatro, o que permite 
concluir que ambos os aminoácidos fenilalanina localizam-se numa posição bastante 
próxima deste componente do líquido iónico, exemplo na Figura 37. A fenilalanina é o único 
aminoácido aromático na sequência deste fragmento, sendo este um possível fator para as 
reduzidas distâncias em relação ao catião, evidenciando que a sua cadeia lateral com um anel 
aromático que apresenta características hidrofóbicas pode permitir uma maior aproximação 
ao ião colínio, de forma a minimizar o seu contacto com a água. Existe, para além da 
fenilalanina, a alanina (A; não polar), que apresenta, na maioria das cadeias, uma 
probabilidade superior para a distância de aproximadamente 0,2 nm do que para 0,5 nm, nas 
cadeias 1, 3 e 5. Todos os restantes aminoácidos, lisina (K), leucina (L) e valina (V) 
apresentam uma probabilidade superior de estarem a uma distância aproximada de 0,5 nm 
do colínio, sendo considerados aminoácidos carregado positivamente, e não polares 
respetivamente. 
 
 
Figura 37 - Distância em Å, entre o catião colínio (a laranja) constituinte do líquido iónico 
[Cho][Arg] e o aminoácido fenilalanina da quinta posição da sequência 16KLVFFA21 pertencente à 
cadeia quatro do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o catião colínio a 
laranja e para a fenilalanina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e átomos 
de oxigénio a vermelho).  
 
Para o anião arginato é verificado, que para as cinco cadeias, a probabilidade de este 
anião se encontrar a uma distância de ~0,2 nm do aminoácido lisina é superior do que para 
os restantes aminoácidos - exemplo na Figura 38. Este aminoácido apresenta carga positiva 
e por isso a sua maior proximidade em relação ao anião pode ser justificada por atração 
eletrostática. Todos os outros aminoácidos constituintes apresentam um pico aproximado de 
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0,2 nm com uma probabilidade superior do que a encontrada para o catião colínio, e também 
um pico a aproximadamente 0,5 nm tal como para o catião já referido, com a probabilidade 
de estar a essa distância a ser muito semelhante às encontradas para os respetivos 
aminoácidos comparando com o catião. Assim, é possível concluir que para o sistema que 
inclui o líquido iónico constituído [Cho][Arg], o colínio tem maior probabilidade de estar 
próximo dos aminoácidos fenilalanina, enquanto que o arginato apresenta mais 
probabilidade de se encontrar mais próximo do aminoácido lisina, sendo também importante 
a análise das médias e desvios padrões dos resultados obtidos pela dificuldade de leitura 
direta do gráfico para todos os aminoácidos - Figura 39.  
 
 
Figura 38 - Distância em Å, entre o anião arginato (a laranja) constituinte do líquido iónico 
[Cho][Arg] e o aminoácido lisina da sequência 16KLVFFA21 pertencente à cadeia um do pentâmero, 
aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o anião colínio a laranja e para a lisina a azul, átomos 
de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e átomos de oxigénio a vermelho). 
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Figura 39 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da sequência 
16KLVFFA21 e os componentes de líquido iónico, iões colínio e arginato.  
 
As distâncias aproximadas de 0,2 nm evidentes para todos os sistemas em estudo 
podem ser indicativas de interação ião-aminoácido, entre dois átomos diretamente, embora 
os picos visualizados a aproximadamente 0,5 nm possam ser indicativos de uma interação 
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ião-aminoácido a uma distância superior, não interagindo diretamente mas por intermédio 
de moléculas de água, constituinte maioritário do solvente, que se podem localizar entre as 
duas moléculas, mas que pode não ser um fator impeditivo para que as interações 
componente de líquido iónico e aminoácido existam.  
Para o segundo sistema com o pentâmero constituído pela sequência 16KLVFFA21 
solvatado com [Cho][Tos] 0,5 M, podemos verificar que para o catião [Cho]+ existem 
novamente as duas distâncias com picos bem definidos, aproximadamente a 0,2 e a 0,5 nm 
(ver Anexo C, Figura C. 1). Para o anião [Tos]- não é verificado o mesmo comportamento 
que para o catião, sendo também díspar do anião do sistema anterior, e sendo visível o pico 
a aproximadamente 0,2 nm. A 0,5 nm, apenas a alanina apresenta um pico definido em todas 
as cadeias. Avaliando os iões constituintes do líquido iónico individualmente, a 
probabilidade do ião [Cho]+ se posicionar perto de fenilalanina é superior aos restantes, 
estando com uma probabilidade superior a fenilalanina na posição 4 em três cadeias, cadeia 
1, 2 e 5 e a fenilalanina da posição 5 nas restantes, tal como no sistema anterior, embora a 
alanina tenha também um pequeno pico na distância inferior a 0,2 nm (imagem exemplo em 
Anexo C, Figura C. 2). 
Para o caso do [Tos]-, e ao contrário do caso do anião [Arg]-, não existe nenhuma 
evidência da existência do anião perto de nenhum aminoácido específico, apresentando para 
todos os aminoácidos probabilidades elevadas de se situar perto de estes, à exceção da 
alanina terminal que apresenta um pico diminuído na distância de ~0,2 nm em relação aos 
outros aminoácidos e é também o único que apresenta em todas cadeias uma probabilidade 
visível de se situar a aproximadamente 0,5 nm (imagem exemplo da proximidade dos 
aminoácidos com este componente, em Anexo C, Figura C. 3 e Figura C. 4). Assim, é 
possível concluir que para o anião [Tos]- a aproximação dos aminoácidos não é seletiva 
apenas pela sua carga, mas provavelmente por todos os restantes (que não a lisina que 
apresenta carga positiva) apresentarem cadeias laterais hidrofóbicas, podendo assim ter 
menor contacto com a água.   
No caso dos fragmentos da ovalbumina, existe uma variedade superior de tipos de 
aminoácidos, mas tal como no fragmento da Aβ, existem dois picos na distância aproximada 
de 0,2 e 0,5 nm, tanto para o catião [Cho]+ como para o anião [Arg]-, embora o pico 
correspondente à distância ~0,2 nm seja superior para o anião em todas as cadeias do que 
para o catião, evidenciando uma maior probabilidade de se encontrar mais perto. Na 
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interação do fragmento de ovalbumina 98YSFSLASRLYAE109 com [Cho]+, é verificado para 
todas as cadeias que a probabilidade superior de se encontrar a uma distância menor existe 
para o glutamato (E), em quatro cadeias, respetivamente dois, três, quatro e cinco, enquanto 
que a tirosina (Y) da posição 10 se encontra numa cadeia, mas encontra-se com uma 
probabilidade muito próxima, tal como a tirosina da posição 1 - Anexo C, Figura C. 5. No 
caso do glutamato este é carregado negativamente com características polares, mas apesar 
disso, é verificado que a sua distância ao catião colínio pode indicar uma interação 
eletrostática com este - Anexo C, Figura C. 6. Por outro lado, as duas tirosinas que a 
sequência apresenta mostram também uma probabilidade superior de se situarem a uma 
distância aproximada de 0,2 nm. Este aminoácido é considerado polar, apresentando um 
grupo hidroxilo que pode efetuar ligações de hidrogénio ou de van der Waals com o solvente, 
podendo assim ser este o motivo da proximidade com o colínio. O pico a ~0,5 nm é uniforme 
para todos os aminoácidos, não havendo a evidência de nenhum, sendo a probabilidade de 
se encontrar um ião [Cho]+ a esta distância aproximadamente a mesma para os sistemas 
anteriores descritos.  
No caso do anião [Arg]- é verificado para todas as cadeias que o aminoácido com 
maior probabilidade de ser encontrado nas redondezas deste anião é a arginina da posição 8 
(ver Anexo C, Figura C. 7). Este aminoácido tem carga positiva e pode interagir com o anião, 
mas a sua complementaridade de estruturas pode ser uma hipótese para a distância ser 
pequena em comparação com os restantes, tendo já sido verificado para a proteína α-
quemiotripsogenio, que o aminoácido que permanece em maior contacto com o ião da 
arginina é a arginina tal como verificado no nosso sistema [163]. Para além disso o segundo 
aminoácido com maior probabilidade de estar a menor distância é a tirosina da posição 1, 
por observação direta ou por avaliação das distancias médias (ver Anexo C, Figura C. 8).  
Para o sistema com o líquido iónico [Cho][Tos], é verificado tal como em todos os 
sistemas já referidos anteriormente o destaque dos mesmos dois picos para a distância 
mínima (ver Anexo C, Figura C. 9). Apesar disso, existem vários aminoácidos com alta 
probabilidade de estarem a pouca distância do componente [Cho]+, podendo ser evidenciado 
o glutamato, já referido no sistema anterior para este catião, a fenilalanina, e as tirosinas da 
posição 1 e 10, apresentada imagem exemplo no Anexo C, Figura C. 10. Para a distância de 
0,5 nm, todos os aminoácidos apresentam um pico, similar ao todos os sistemas já referidos, 
mas em que não há hegemonia de nenhum aminoácido. Para o anião [Tos]-, é novamente 
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difícil identificar quais são os aminoácidos que se encontram com maior probabilidade a 
uma menor distância, havendo várias sobreposições. Apesar disso, os que mais se 
evidenciam por leitura direta do gráfico e por verificação das distâncias mínimas médias são 
a fenilalanina, a serina da posição 4 e as leucinas das posições 5 e 9 e a arginina, apresentados 
nos Anexo C, Figuras C. 11 e 12. Por outro lado, é verificado que o pico mais visível na 
distância de 0,5 nm é para o aminoácido glutamato, podendo isto ser devido às cargas de 
sinais contrários que têm tendência para se repelirem. 
Com a segunda sequência do fragmento da ovalbumina, 173MVLVNAIVFKG183, é 
possível verificar no sistema com [Cho][Arg] que existem novamente os dois picos, como 
em todos os sistemas anteriores nas distâncias já referidas (visualizar Anexo C, Figura C. 
13). Para o catião colínio na distância ~0,2 nm consegue-se evidenciar que a fenilalanina e 
a glicina (G) apresentam-se com a maior probabilidade de estarem a esta distância, ambos 
não polares e a glicina apresentando uma curta cadeia hidrofóbica, tendo a cadeia 4 uma 
exceção neste comportamento, ver imagem exemplo, Anexo C, Figura C. 14. No caso da 
distância de ~0,5 nm, é possível evidenciar a lisina com carga positiva, podendo se justificar 
por repulsão de cargas, e a metionina e valina da posição 1 e 2 respetivamente. No caso do 
anião [Arg]-, é visível a aproximação de fenilalaninas, da metionina da posição 1 e da lisina 
(ver Anexo C, Figuras C. 15 e 16). Por outro lado, à distância de 0,5 nm a probabilidade de 
encontrar a glicina perto do componente [Arg]- é superior aos restantes aminoácidos.  
Para o mesmo fragmento no sistema com [Cho][Tos], são encontrados os mesmos 
dois picos para a probabilidade de ocorrência de distâncias mínimas de ~0,2 e 0,5 nm, 
apresentados no Anexo C, Figura C. 17. Para o caso do ião [Cho]+, não é possível evidenciar 
os aminoácidos que se situam mais próximos deste componente do líquido iónico, mas é 
possível verificar que os aminoácidos que apresentam probabilidade de se encontrarem a 
uma distância de 0,5 nm são a valina, alanina e a isoleucina (I) (ver Anexo C, Figura C. 18). 
Para o caso do anião [Tos]- é possível verificar que há um pico principal para todos os 
aminoácidos na distância ~0,2 nm, com uma pequena diminuição da glicina, sendo este o 
aminoácido que tem um pico aumentado perto dos 0,5 nm, nas cadeias 1,4 e 5 (ver Anexo 
C, Figuras C. 19 e 20).   
Para todos os sistemas foi verificada a seletividade dos componentes do líquido 
iónico pela proximidade a aminoácidos específicos, como os que apresentavam cargas de 
sinal contrário preferencialmente, mas o fator para além da carga do aminoácido que permite 
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uma menor distância entre componente de líquido iónico e aminoácido, não se encontra bem 
definido. Por isso, foi verificado se o fator hidrofobicidade dos aminoácidos era o fator 
seletivo para estas mudanças nas distâncias. Tendo em conta a ordem de hidrofobicidade  
para os aminoácidos constituintes dos diferentes pentâmeros [164], é possível verificar que 
a ordem de hidrofobicidade não é o fator determinante para uma distância seletiva entre 
componente de líquido iónico-aminoácido. 
 Esta distância apesar de ser seletiva em alguns aspetos, é evidência que existe uma 
interação componente de líquido-iónico aminoácido envolvendo a maioria dos aminoácidos 
das cadeias (visível pelo aspeto dos gráficos). Por outro lado, o pico a ~0,5 nm, pode ser 
evidência para a existência de uma esfera de solvatação de água; sendo que com esta hipótese 
é possível também ter em conta que a interação aminoácido-aminoácido inter-cadeia pode 
não ser feito diretamente, mas por “mediação” por líquido iónico e água. Como já referido, 
o mecanismo de formação de fibrilas encontra-se pouco compreendido, e especificando o 
papel da água neste processo, a informação é também bastante escassa. Para a proteína tau, 
uma das proteínas também relacionada com a doença do Alzheimer, foi verificado que 
comparando monómeros da proteína com a fibrila já formada, a esfera de hidratação é mais 
móvel na superfície desta última, enquanto que por uso de simulações de dinâmica 
molecular, o uso de fragmentos da proteína tau, como modelos para o domínio do núcleo 
central das fibrilas, permitiu verificar que a dinâmica da água era bastante reduzida após a 
formação de fibrilas [165], sendo que a mobilidade das moléculas de água vai favorecer 
entropicamente o processo  Assim, é possível verificar que a esfera de hidratação, e também 
a sua mobilidade, afeta a disposição dos líquidos iónicos e modifica o mecanismo de 
fibrilação e a estabilidade dos agregados formados, sendo o mesmo também visível pelos 
resultados laboratoriais obtidos, requerendo mais estudos. 
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3.6 SASA (Solvent acessible surface area) 
 
A ferramenta SASA (Solvent acessible surface area) do Gromacs define as áreas 
hidrofílicas e hidrofóbicas de acordo com a natureza dos aminoácidos, sendo analisada a 
área de superfície acessível ao solvente num raio de 0,14 nm. Pela análise dos gráficos é 
possível visualizar que os resíduos hidrofóbicos apresentam uma maior área de superfície 
acessível ao solvente do que os resíduos hidrofílicos, para todos os sistemas em estudo. Na 
Figura 40 é possível visualizar os gráficos de SASA referentes aos sistemas para o péptideo 
16KLVFFA21. No sistema controlo existe uma grande oscilação da SASA para os 
aminoácidos hidrofóbicos, o que não acontece para os sistemas com líquidos iónicos; para 
os sistemas com líquidos iónicos a área de solvente acessível mantém-se constante, tanto 
para os resíduos hidrofóbicos como para os resíduos hidrofílicos. No caso do pentâmero em 
estudo, todos os aminoácidos inicialmente encontravam-se igualmente expostos aos 
solventes e os resultados obtidos mostram que os aminoácidos hidrofóbicos apresentam uma 
área superficial elevada e constante em contacto com o solvente. No caso dos sistemas com 
líquidos iónicos, não existe uma diferença significativa na área superficial acessível 
comparando os dois, sendo que a pequena distância dos componentes do líquido iónico aos 
aminoácidos constituintes do pentâmero, pode favorecer a que a conformação se mantenha 
constante, contribuindo para a elevada área de superfície acessível.  
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Figura 40 - Área de superfície acessível ao solvente tendo em conta os aminoácidos hidrofóbicos e 
hidrofílicos do pentâmero com 16KLVFFA21, A- sistema controlo, B- sistema com o líquido 
iónico[Cho][Arg], C- sistema com o líquido iónico [Cho][Tos]. 
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 No caso do fragmento da ovalbumina 98YSFSLASRLYAE109, é verificado para o 
sistema controlo que há uma diminuição abrupta da SASA no início da simulação dos 
aminoácidos hidrofóbicos (ver Anexo D- Figura D. 1), estando a área dos aminoácidos 
hidrofóbicos e hidrofílicos com uma diferença de área muito pequena, ao contrário do que 
acontece para o sistema controlo do pentâmero com a sequência 16KLVFFA21 da proteína 
Aβ e com o fragmento 173MVLVNAIVFKG183 também da proteína ovalbumina (ver Anexo 
D- Figura D. 2). Este comportamento díspar pode significar a existência de mudanças 
conformacionais na estrutura proteica constituída por este fragmento; enquanto que no caso 
do pentâmero com a sequência 173MVLVNAIVFKG183, o sistema controlo apresenta um 
comportamento constante para as duas áreas, tal como para os sistemas com líquidos iónicos. 
Com estes resultados tornou-se relevante avaliar a estrutura secundária dos 
pentâmeros, que foi realizada com a ferramenta DSSP, e cujos resultados são apresentados 
em Anexo D - Figuras D. 3-5. Foi possível verificar que para o pentâmero constituído pelo 
fragmento de ovalbumina 98YSFSLASRLYAE109, são visíveis estruturas em folha-β locais 
no sistema controlo, o que não é visível para os sistemas com líquidos iónicos. Por outro 
lado, para o pentâmero com o fragmento 173MVLVNAIVFKG183, existem evidências de 
folhas-β locais nos três sistemas, mas constituídas por menor número de aminoácidos 
comparando com o sistema controlo do fragmento anterior descrito. Para o pentâmero do 
fragmento 16KLVFFA21 foi verificado que para todos os sistemas existiam também 
localmente estruturas em folha-β.  
A diferença entre as áreas acessíveis ao solvente entre aminoácidos hidrofóbicos e 
hidrofílicos está relacionada com a obtenção de agregados com folhas-β locais, sendo este 
fenómeno mais evidente para o pentâmero com a sequência 98YSFSLASRLYAE109, no 
sistema controlo, em que a diferença entre a SASA de aminoácidos hidrofóbicos e 
hidrofílicos é muito diminuída, demostrando que existiu uma mudança conformacional que 
permite aumentar a exposição ao solvente dos aminoácidos hidrofílicos e a ocorrência de 
folhas-β locais. Nos sistemas com a sequência 16KLVFFA21 e a sequência 
173MVLVNAIVFKG183 a estrutura secundária local em folha-β por análise dos gráficos de 
DSSP mantém-se constante ao longo da simulação, tal como os valores de área acessível ao 
solvente de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos. Apesar das folhas-β locais encontradas 
nos sistemas, a maior fração dos aminoácidos constituintes de todos os pentâmeros dos 
sistemas, encontra-se sem uma estrutura secundária definida, havendo assim evidências que 
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os agregados formados são de natureza amorfa. Note-se que estes agregados são de uma 
enorme importância para compreender as diferenças entre os mecanismos de formação de 
agregados do tipo amilóide e amorfo.   
 Tendo em conta também os dados laboratoriais, é possível verificar que para o 
fragmento da proteína Aβ foram obtidos agregados morfologicamente amorfos por 
visualização das imagens microscópicas, tal como nas simulações de dinâmica molecular 
em meio a pH 7 no sistema controlo, embora o mesmo não se tenha verificado 
laboratorialmente para as amostras com líquidos iónicos numa concentração de 0,5 M para 
esta sequência. A formação de agregados amorfos também não foi verificada para a proteína 
ovalbumina nas soluções com as concentrações de líquido iónico [Cho][Arg] e [Cho][Tos] 
0,5 M, nem para a solução controlo laboratorialmente. O estudo laboratorial para estas 
amostras decorreu apenas durante 3 dias, podendo com o aumento do tempo de estudo 
ocorrer a formação de agregados nas soluções em que não foram encontrados, devido à 
cinética da reação envolvida. Assim, as simulações de MD permitem supor que a ocorrência 
de agregados nestas condições laboratoriais seria possível, mas os agregados teriam 
morfologia amorfa, com ocorrência localizada de estrutura secundária em folha-β.  
 
3.7 MM-PBSA (Molecular Mechanics-Poisson Boltzmann Surface Area) 
 
O cálculo da decomposição de energia livre de ligação das cinco cadeias que 
constituem os pentâmeros dos sistemas em estudo, no controlo e na presença dos dois 
líquidos iónicos no solvente, foi feito com recurso ao MM-PBSA pela ferramenta g_mmpbsa 
[166]. O MM-PBSA determina a energia livre absoluta usando três termos energéticos, 
sendo o primeiro a mudança de energia potencial no vácuo, 〈𝐸𝑀𝑀〉, que inclui as ligações 
bonded e as nonbonded, respetivamente, ligações, ângulos, diedros e nonbonded van der 
Waals e interações eletrostáticas, de acordo com a equação 15, 
 
                                      E𝑀𝑀 =  𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑𝑒𝑑 + ( 𝐸𝑣𝑑𝑊 + 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐)                                   (15) 
 No segundo termo é tido em conta a retirada de solvente das espécies em estudo, 
sendo quantificado pelo uso de um modelo de solvatação implícito, usando as energias 
polares e não polares de solvatação, tal como apresentado na equação 16, 
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                                       𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜 =  𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 +  𝐺𝑛ã𝑜 𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟                                        (16) 
sendo 𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 as contribuições eletrostáticas, estimadas pela equação de 
Poisson−Boltzmann (PB), e 𝐺𝑛ã𝑜 𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 as contribuições não eletrostáticas, sendo estas 
diretamente proporcionais à SASA, sendo dadas pela equação 17, 
 
                                             𝐺𝑛ã𝑜 𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 =  𝛾𝑆𝐴𝑆𝐴 + 𝑏                                                      (17) 
  com 𝛾 sendo a constante de proporcionalidade e b uma constante de correção 
empírica. 
Por último, o terceiro elemento tem em conta a conformação entrópica associada à 
formação do complexo na fase gasosa, estando os três termos anteriormente referidos 
representados na equação 18 
 
                                    𝐺 = 〈𝐸𝑀𝑀〉 +  〈𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜〉 − 𝑇𝑆𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑜                                 (18) 
sendo T, a temperatura e S a entropia do soluto.  
Nos sistemas em estudo, a variação da energia livre de ligação das cinco cadeias de 
peptídeos utilizadas, pode ser dada pela equação 19,  
 
   𝛥𝐺𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎çã𝑜 = 𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 − (𝐺𝐶1 +  𝐺𝐶2 +  𝐺𝐶3 + 𝐺𝐶4 +  𝐺𝐶5)                          (19) 
 sendo 𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 a energia livre total de das cinco cadeias peptídicas agregadas, e as 𝐺𝐶1-
𝐺𝐶5, as energias livres totais das cinco cadeias no solvente apenas constituído por água, ou 
água e líquido iónico.  
 A aproximação MM-PBSA é utilizada geralmente em solventes apenas compostos 
por água, embora possa ser utilizada noutro tipo de solventes, tendo em conta que é 
necessário ter atenção à adaptação dos parâmetros para estes, com particular atenção para a 
constante dielétrica, tensão superficial e constante de correção b (Equação 17).  Para o caso 
do sistema com o solvente apenas composto para água os parâmetros estão totalmente 
definidos. No entanto, o mesmo não acontece para os sistemas envolvendo líquidos iónicos. 
Para o cálculo de MM-PBSA nestes solventes podem ser abordadas várias metodologias, e 
por isso foram utilizadas duas abordagens diferentes para comparação de resultados. O MM-
PBSA para os sistemas em estudo foi realizado de 100 em 100 ps, devido ao tempo de cálculo 
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elevado desta metodologia, com duas abordagens diferentes. Numa abordagem foi alterada 
para 20 kJ mol−1 Å−2, a constante dielétrica do solvente contendo líquido iónico, tendo como 
termo de comparação o valor de 80 kJ mol−1 Å−2 para a água. Numa segunda abordagem foi 
alterado o raio dos componentes do líquido iónico e acrescentada a sua concentração no 
sistema de 0,5 M. Na primeira abordagem, com a alteração da constante dielétrica do 
solvente, é necessário ter em conta a dificuldade de medir esta propriedade para líquidos 
iónicos pois apresentam uma condutividade elétrica intrínseca [167].   
 Avaliando os resultados obtidos na Tabela 8, é possível verificar que existe uma 
discrepância entre as duas abordagens para o cálculo do MM-PBSA e um elevado desvio 
padrão na maioria dos sistemas devido às oscilações conformacionais das espécies proteicas 
em estudo. No caso dos sistemas apenas solvatados com água é possível verificar que para 
todos os fragmentos existe um favorecimento pela conformação em forma de pentâmero, em 
desfavorecimento das cadeias separadas. No caso dos sistemas que incluem líquido iónico, 
o fragmento 16KLVFFA21 é o único fragmento em que existe, para todos os valores obtidos, 
um favorecimento do pentâmero em relação às cinco cadeias separadas. No caso dos 
fragmentos da ovalbumina, tendo em conta o desvio-padrão associado, a energia livre de 
agregação para estes aparenta estar entre valores favoráveis e desfavoráveis de agregação, e 
por isso pode não existir uma conformação estável ao longo do tempo da simulação. Estes 
dados apesar de nos permitirem tirar conclusões acerca da estabilidade das conformações 
obtidas por MD baseiam-se em duas metodologias que não têm em conta todas as 
propriedades do sistema e em que foi necessário usar valores estimados devido à 
complexidade do sistema, como a constante dielétrica do solvente, que podem interferir para 
a diferença de resultados nas duas metodologias.  
 Relacionando estes resultados com os obtidos laboratorialmente, é possível concluir 
que é possível encontrarmos agregados com conformação maioritariamente amorfa com 
folhas-β locais, nas soluções preparadas a pH 7 com o fragmento 16KLVFFA21, também para 
a concentração de 0,5 M de [Cho][Arg] e [Cho][Tos], no entanto seria necessário um 
aumento do tempo de estudo, para estes poderem ser visíveis por microscopia. No entanto, 
para a ovalbumina é necessário fazer estudos adicionais, tendo em conta a discrepância de 
resultados obtidos, não nos permitindo concluir se seria possível encontrar agregados para 
estas concentrações de liquido iónico com o aumento do tempo de estudo.  
Tabela 8 - Energias livres de ligação médias em kcal/mol com o desvio-padrão associado no final 
dos 50 ns de simulação, para todos os sistemas em estudo (46 ns para o sistema com o pentâmero do 
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segundo fragmento de ovalbumina e [Cho][Tos]), utilizando duas abordagens diferentes para o 
cálculo do MM-PBSA, mudança na constante dielétrica do solvente e alteração no raio e 
concentração das espécies carregadas.  
 Metodologias 
Sistema 
Constante dielétrica 
do solvente  
Raio e Concentração  
16KLVFFA21 
Controlo -282,757 ± 59,880 
[Cho][Arg] -192,213 ± 39,443 -159,15 ± 98,667 
[Cho][Tos] -226,829 ± 39,709 -144,759 ± 97,238 
98YSFSLASRLYAE109 
Controlo -253,091 ± 93,480 
[Cho][Arg] 13,687 ± 71,999 -179,651 ± 223,473 
[Cho][Tos] -14,339 ± 89,151 -346,047 ± 323,172 
173MVLVNAIVFKG183 
Controlo -109,452 ± 61,833 
[Cho][Arg] -90,747 ± 87,555 302,887 ±74,871 
[Cho][Tos] -85,376 ±87,783 351,472 ± 108,175 
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4. Conclusões e trabalho futuro 
 
 Tendo em conta a importância do estudo do mecanismo de agregação de proteínas, 
torna-se pertinente perceber o efeito das condições do meio neste processo. Assim, foi 
estudado o efeito da inserção de líquidos iónicos, nomeadamente o arginato de colínio e o 
tosilato de colínio, na conformação proteica. Laboratorialmente, com o uso de um péptideo 
modelo com preponderância para a formação de folhas-β, 16KLVFFA21, foi possível 
verificar que para esta sequência a pH 2 a agregação é favorecida pelos líquidos iónicos, 
devido à ausência de agregados visíveis no controlo, ao contrário do estudo feito a pH 7 com 
um tempo mais prolongado para o aparecimento destes para a solução com líquido iónico. 
No caso da ovalbumina, enquanto que para o estudo a pH 2 foram encontrados agregados 
fibrilares não amilóides na presença de arginato de colínio e agregados amorfos na presença 
de tosilato de colínio a 0,05 M, no caso do estudo a pH 7, apenas o [Cho][Tos] favorece a 
formação de agregados. Por último, para as proteínas totais da clara do ovo a pH 2 não se 
verificou a formação de nenhum tipo de agregado, o que permitiu concluir que a estrutura 
primária proteica está relacionada fortemente com o mecanismo de agregação, e não tendo 
havido nenhum favorecimento da agregação pela presença dos líquidos iónicos. Todos estes 
resultados permitiram verificar também que o pH é um fator importante para a formação de 
agregados e para a cinética do mecanismo. A disparidade entre tempos de formação 
(principalmente no caso das réplicas da amostra com [Cho][Arg] a 0,05 M pH 2) permite 
concluir que o mecanismo de formação de agregados tanto amorfos como fibrilares 
encontra-se ainda pouco compreendido. Assim, torna-se relevante estudar no futuro as 
mesmas amostras (e com concentrações de líquidos iónicos intermédias), mas sob 
temperatura controlada e com controlo da força iónica e pH das soluções, podendo estes 
serem fatores determinantes para os resultados dispares obtidos. É também de elevada 
relevância utilizar técnicas como FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) e DLS 
(Dynamic light scattering) para se conseguir uma caracterização mais completa dos 
agregados formados.  
Devido aos diferentes efeitos dos líquidos iónicos na agregação de proteínas 
verificados laboratorialmente, as simulações de dinâmica molecular permitiram verificar, 
com o uso de fragmentos de proteínas, que existe uma interação dos componentes dos 
líquidos iónicos com os aminoácidos da proteína. Foi observado que há uma estabilização 
80 
 
inter-cadeia por ligações de hidrogénio que possibilita a estabilização localizada de 
estruturas em forma de folha-β, característica de fibrilas amilóides, mesmo que a estrutura 
dos agregados seja maioritariamente sem estrutura secundária definida, podendo o mesmo 
ser verificado com os agregados amorfos que foram encontrados nas amostras estudadas 
laboratorialmente. A interação dos líquidos iónicos com os aminoácidos constituintes dos 
fragmentos das proteínas é evidente com as distâncias mínimas encontradas entre eles, 
garantindo que existe uma função em cada um dos componentes dos líquidos iónicos nas 
mudanças conformacionais das proteínas. O cálculo do MM-PBSA mostrou que apesar de 
os valores de energia livre de associação encontrados não permitirem concluir 
inequivocamente se a conformação em forma de agregado é mais favorável do que a 
conformação em cadeias separadas, existem variações nos valores obtidos para os diferentes 
fragmentos nos líquidos iónicos em estudo que precisam de ser estudados para perceber o 
mecanismo comum ou os vários mecanismos que levam à formação de agregados proteicos 
nestes solventes. Assim, é importante estudar futuramente com recurso a MD diferentes 
concentrações de líquidos iónicos para comparação com os resultados obtidos para estas 
concentrações e com os resultados obtidos laboratorialmente, tal como realizar simulações 
dos mesmos sistemas a pH 2, junto com MD de maior duração e com amostragens mais 
representativas.  
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Anexos  
Anexo A 
Tabela A. 1 - Pesagens realizadas para obter as concentrações de 0,05 e 0,5 M de [Cho][Arg] e 0,5 
M de [Cho][Tos] nos sistemas com o fragmento de Aβ16-21 e água pH 2/PBS, com uma incerteza 
associada de ± 0,05 mg. 
 
Solução stock do 
fragmento peptídeo de 
Aβ / mg 
Líquido iónico / mg 
Água pH=2/ PBS / 
mg 
Controlo 250,00 0,00 250,00 
0,05 M [Cho][Arg] 250,00 7,00 243,00 
0,5 M [Cho][Arg] 250,00 67,00 183,00 
0,5 M [Cho][Tos] 250,00 69,00 181,00 
 
Tabela A. 2 - Pesagens realizadas para obter as concentrações de 0,05, 0,5 e 1 M de [Cho][Arg] e 
[Cho][Tos] nos sistemas com a proteína ovalbumina e água pH 2/PBS, respetivamente, com uma 
incerteza associada de ±0,05 mg. 
 
Solução stock de 
ovalbumina / mg 
Líquido iónico / mg 
Água pH=2/ PBS / 
mg 
Controlo 500,00 0,00 500,00 
0,05 M [Cho][Arg] 500,00 14,00 486,00 
0,5 M [Cho][Arg] 500,00 139,00 361,00 
1 M [Cho][Arg] 500,00 278,00 222,00 
0,05 M [Cho][Tos] 500,00 14,00 486,00 
0,5 M [Cho][Tos] 500,00 140,00 360,00 
1 M [Cho][Tos] 500,00 280,00 220,00 
 
Tabela A. 3 - Pesagens realizadas para obter as concentrações de 0,05, 0,5 e 1 M de Arginato de 
colínio nos sistemas com as proteínas totais da clara do ovo e água pH 2, com uma incerteza associada 
de ± 0,05 mg. 
 
Solução stock de 
proteínas totais da clara 
do ovo / mg 
Líquido iónico / mg Água pH=2 / mg 
Controlo 500,00 0,00 500,00 
0,05 M [Cho][Arg] 500,00 14,00 486,00 
0,5 M [Cho][Arg] 500,00 139,00 361,00 
1 M [Cho][Arg] 500,00 278,00 222,00 
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Anexo B 
 
 
Figura B. 1 - Número de ligações de hidrogénio e pares de átomos (aceitador e dador) a menos de 
0,35 nm de distância para o sistema controlo do pentâmero constituído pela sequência 
98YSFSLASRLYAE109. 
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Figura B. 2 - Número de ligações de hidrogénio e pares de átomos (aceitador e dador) a menos de 
0,35 nm de distância para os sistemas com os dois líquidos iónicos do pentâmero constituído por 
98YSFSLASRLYAE109. 
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Figura B. 3 - Número de ligações de hidrogénio e pares de átomos (aceitador e dador) a menos de 
0,35 nm de distância para o sistema controlo do pentâmero constituído pela sequência 
173MVLVNAIVFKG183. 
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Figura B. 4 - Número de ligações de hidrogénio e pares de átomos (aceitador e dador) a menos de 
0,35 nm de distância para os sistemas com os dois líquidos iónicos do pentâmero constituído pela 
sequência 173MVLVNAIVFKG183. 
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Anexo C 
 
 
Figura C. 1 - Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência 16KLVFFA21 da proteína Aβ e os componentes do líquido 
iónico, iões colínio e tosilato. 
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Figura C. 2 - Distância em Å, entre o catião colínio (a laranja), constituinte do líquido iónico 
[Cho][Tos] e o aminoácido alanina da sequência 16KLVFFA21 (a azul) pertencente à cadeia quatro 
do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o catião colínio a laranja e para a 
alanina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e átomos de oxigénio a 
vermelho). 
 
.  
Figura C. 3 - Distância em Å, entre o anião tosilato (a laranja) constituinte do líquido iónico 
[Cho][Tos] e o aminoácido lisina da sequência 16KLVFFA21 (a azul) pertencente à cadeia quatro do 
pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o anião tosilato a laranja e para a lisina 
a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul, átomos de oxigénio a vermelho e 
átomos de enxofre a amarelo). 
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Figura C. 4 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da 
sequência 16KLVFFA21 e os componentes de líquido iónico, iões colínio e tosilato. 
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Figura C. 5 - Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência 98YSFSLASRLYAE109 da ovalbumina e os componentes do 
líquido iónico, iões colínio e arginato. 
100 
 
 
Figura C.6 - Distância em Å, entre o catião colínio (a laranja) constituinte do líquido iónico 
[Cho][Arg] e o aminoácido glutamato da sequência 98YSFSLASRLYAE109 da ovalbumina (a 
azul) pertencente à cadeia cinco do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o 
catião colínio a laranja e para o glutamato a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a 
azul e átomos de oxigénio a vermelho). 
 
 
Figura C. 7 - Distância apresentada em Å, entre o anião arginato (a laranja) constituinte do líquido 
iónico [Cho][Arg] e o aminoácido arginina da sequência 98YSFSLASRLYAE109 da ovalbumina (a 
azul) pertencente à cadeia cinco do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o 
anião arginato a laranja e para a arginina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a 
azul e átomos de oxigénio a vermelho). 
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Figura C. 8 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da sequência 
98YSFSLASRLYAE109 da proteína ovalbumina e os componentes de líquido iónico, iões colínio e 
arginato. 
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Figura C. 9 - Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência 98YSFSLASRLYAE109 da proteína ovalbumina e os 
componentes do líquido iónico, iões colínio e tosilato. 
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Figura  C. 10 - Distância em Å, entre o catião colínio (a laranja), constituinte do líquido iónico 
[Cho][Tos] e o aminoácido glutamato da sequência 98YSFSLASRLYAE109 da ovalbumina (a azul) 
pertencente à cadeia um do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o catião 
colínio a laranja e para o glutamato a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e 
átomos de oxigénio a vermelho). 
. 
 
Figura C. 11 - Distância em Å, entre o anião tosilato (a laranja), constituinte do líquido iónico 
[Cho][Tos] e o aminoácido serina da posição quatro da sequência 98YSFSLASRLYAE109 da 
ovalbumina (a azul) pertencente à cadeia um do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de 
carbono para o anião tosilato a laranja e para a serina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos 
de azoto a azul, átomos de oxigénio a vermelho e átomos de enxofre a amarelo). 
. 
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Figura C. 12 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da sequência 
98YSFSLASRLYAE109 da ovalbumina e os componentes de líquido iónico, iões colínio e tosilato. 
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Figura C. 13 -Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência173MVLVNAIVFKG183 da proteína ovalbumina e os 
componentes do líquido iónico, iões colínio e arginato.  
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Figura C. 14 - Distância em Å, entre o catião colínio (a laranja), constituinte do líquido iónico 
[Cho][Arg] e o aminoácido glicina da sequência 173MVLVNAIVFKG183 (a azul) pertencente à 
cadeia cinco do pentâmero, aos 50 ns da simulação (átomos de carbono para o catião colínio a laranja 
e para a glicina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e átomos de oxigénio 
a vermelho e átomos de enxofre a amarelo). 
 
.  
Figura C. 15 - Distância em Å, entre o anião arginato (a laranja), constituinte do líquido iónico 
[Cho][Arg] e o aminoácido lisina da sequência 173MVLVNAIVFKG183 (a azul) pertencente à 
cadeia 1 do pentâmero aos 50 ns de simulação (átomos de carbono para o anião arginato a laranja e 
para a lisina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul e átomos de oxigénio a 
vermelho e átomos de enxofre a amarelo). 
 
107 
 
 
Figura C. 16 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da sequência 
173MVLVNAIVFKG183 e os componentes de líquido iónico, iões colínio e arginato. 
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Figura C. 17 - Gráficos da função da densidade de probabilidade da distância mínima entre os 
aminoácidos pertencentes à sequência 173MVLVNAIVFKG183 e os componentes do líquido iónico, 
iões colínio e tosilato 
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Figura C. 18 - Distância apresentada em Å, entre o catião colínio (a laranja), constituinte do líquido 
iónico [Cho][Tos] e os aminoácidos valina e metionina da sequência 173MVLVNAIVFKG183 (a 
azul) pertencente à cadeia dois do pentâmero, aos 46 ns da simulação (átomos de carbono para o 
catião colinio a laranja e para a valina e metionina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de 
azoto a azul, átomos de oxigénio a vermelho e átomos de enxofre a amarelo). 
 
 
Figura C. 19 - Distância apresentada em Å, entre dois aniões tosilato (a azul), constituinte do líquido 
iónico [Cho][Tos] e o aminoácido asparagina da sequência 173MVLVNAIVFKG183 (a azul) 
pertencente à cadeia cinco do pentâmero, aos 46 ns da simulação (átomos de carbono para os aniões 
tosilato a laranja e para a asparagina a azul, átomos de hidrogénio a branco, átomos de azoto a azul, 
átomos de oxigénio a vermelho e átomos de enxofre a amarelo. 
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Figura C. 20 - Diagramas de caixa e bigodes da distância mínima entre os aminoácidos da sequência 
173MVLVNAIVFKG183 e os componentes de líquido iónico, iões colínio e tosilato.  
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Anexo D 
 
 
Figura D. 1 - Área de superfície acessível ao solvente tendo em conta os aminoácidos hidrofóbicos 
e hidrofílicos do pentâmero com 98YSFSLASRLYAE109, A- para o sistema controlo, B- sistema 
com o líquido iónico[Cho][Arg], e C- sistema com o líquido iónico [Cho][Tos]. 
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Figura D. 2 - Área de superfície acessível ao solvente tendo em conta os aminoácidos hidrofóbicos 
e hidrofílicos do pentâmero com 173MVLVNAIVFKG183, A- sistema controlo, B- sistema com o 
líquido iónico[Cho][Arg], C- sistema com o [Cho][Tos]. 
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Figura D. 3 - DSSP de todos os aminoácidos presentes no pentâmero constituído por sequências 
16KLVFFA21, A- sistema controlo, B- sistema com o líquido iónico [Cho][Arg], C- sistema com o 
liquido iónico [Cho][Tos].  
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Figura D. 4 - DSSP de todos os aminoácidos presentes no pentâmero constituído por sequências de 
98YSFSLASRLYAE109, A- sistema controlo, B- sistema com o líquido iónico [Cho][Arg], C- 
sistema com o liquido iónico [Cho][Tos].  
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Figura D. 5 - DSSP de todos os aminoácidos presentes no pentâmero constituído por sequências de 
173MVLVNAIVFKG183, A- sistema controlo, B- sistema com o líquido iónico [Cho][Arg], C- 
sistema com o liquido iónico [Cho][Tos].  
 
